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Resumen 
El fosfato (Pi) es un nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las plantas, el 
cual, desafortunadamente, presenta una baja disponibilidad en la mayoría de los suelos 
tropicales. Para corregir su deficiencia es necesario aplicar altas cantidades de 
fertilizantes fosfóricos, pero éste es un proceso ineficiente y costoso. Una alternativa 
para la fertilización es el uso de la roca fosfórica (RP). Lastimosamente este material es 
poco soluble y de baja eficiencia agronómica, lo cual desestimula su uso. Como 
alternativa a esto, hay un creciente interés en el uso de microorganismos del suelo, 
capaces de disolver RP y mejorar su efectividad en dicha disolución. El objetivo de este 
trabajo fue determinar algunas condiciones específicas para mejorar la efectividad de la 
disolución de RP bajo condiciones in vitro con los hongos Mortierella sp. y Aspergillus 
niger. Se evaluaron el efecto que tienen (i) la fuente y cantidad de C y N (ii) el tiempo de 
incubación, (iii) el tipo de RP, (iv) la concentración de Pi soluble inicial y (v) la adición de 
suplementos nutritivos (vitaminas y micronutrientes). Los resultados indican que el hongo 
Mortierella sp. presentó una mayor capacidad para disolver la RP que el hongo A. niger; 
la inoculación con ambos hongos no mejoró el efecto ya obtenido con Mortierella sp. La 
mayor disolución de la RP se obtuvo al inocular cada Erlenmeyer con 1 mL que contenía 
107 UFC de Mortierella sp., mientras que con A. niger su mejor efecto requirió la 
inoculación con 7 mL (7x107 UFC de A. niger). Las fuentes de C que promovieron 
efectivamente la disolución de RP fueron glucosa y arabinosa para Mortierella sp., y 
glucosa para A. niger; otras fuentes de C, tales como fructosa, maltosa, melaza, 
sacarosa y celulosa no fueron efectivas. El NH4Cl fue significativamente superior, como 
fuente de N, al NH4NO3 y KNO3 para promover la disolución de la RP. Los resultados 
indican que al día 5 se alcanzó la máxima concentración de P soluble en el medio, 
producto de la disolución de la RP. Por otro lado, hubo mayor disolución microbial con la 
RP de Carolina del Norte que con las RP´s de Huila y Santander. La adición de vitaminas 
y micronutrientes y el incremento en la concentración inicial de Pi soluble disminuyeron el 
desempeño de ambos hongos para disolver la RP. El tipo de microorganismo, la fuente y 
cantidad de carbono y nitrógenos, el tiempo, la adición de vitaminas y elementos 
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menores y el tipo de roca fosfórica son factores importantes que pueden mejorar la 
disolución de este material con microorganismos.  
 
Palabras clave: Solubilización, Roca fosfórica, Disolución, Fósforo, Microorganismos 
solubilizadores de fosforo, Mortierella sp., Aspergillus niger, Fertilizantes. 
 
Abstract 
Phosphate (Pi) is an essential nutrient for the growth and development of plants, which, 
unfortunately, has a low availability in most tropical soils. To correct its deficiency is 
necessary to apply high amounts of phosphate fertilizers, but this is an inefficient and 
expensive process. An alternative is the use of fertilization of phosphate rock (PR). 
However, this material is poorly soluble, low agronomic efficiency, which discourages its 
use. As an alternative to this, there is growing interest in the use of soil microorganisms 
capable of dissolving PR and improve their effectiveness in this solution. The aim of this 
study was to determine the conditions for improving the effectiveness of RP dissolution 
under in vitro conditions the fungi Mortierella sp. and Aspergillus niger. Evaluated the 
effect that (i) the source and amount of C and N (ii) incubation time, (iii) type of PR, (iv) 
the initial concentration of soluble Pi and (v) adding supplements nutrients (vitamins and 
micronutrients). The results indicate that the fungus Mortierella sp. showed an increased 
ability to dissolve RP the fungus A. niger, inoculation with both fungi did not improve the 
effect obtained as Mortierella sp. Most dissolution of RP was obtained by inoculating each 
with 1 mL Erlenmeyer containing 107 CFU of Mortierella sp. whereas with A. niger was 
best effect required inoculation with 7 mL (7x107 CFU of A. niger). C sources that 
effectively promoted the dissolution of glucose and arabinose were RP to Mortierella sp. 
and glucose to A. niger. Other C sources such as fructose, maltose, molasses, sucrose 
and cellulose were not effective. NH4Cl was significantly higher, as a source of N, 
NH4NO3 and KNO3 to promote dissolution of the PR. The results indicate that at day 5 
reached maximum concentration soluble in the medium P, a product of the dissolution of 
the RP. On the other hand, there was greater microbial solution with North Carolina PR 
with the PR's of Huila and Santander. The addition of vitamins and micronutrients and the 
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increase in the initial concentration of soluble Pi decreased the performance of both fungi 
to dissolve the RP. 
 
Keywords: Solubilization, Rock phosphate, Disolution, Phosphorus, phosphate 
solubilizer microorganism, Mortierella sp., Aspergillus niger, Fertilizer.
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 Introducción 
 
Problema 
 
El fosfato (Pi) es un macronutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las 
plantas (Narsian y Patel, 2000; Batti y Yamar, 2010; Singh y Reddy; 2011), 
infortunadamente buena parte de los suelos colombianos presentan una baja 
disponibilidad de éste (IGAC, 1988; Jaramillo, 2011). Para aumentar su disponibilidad 
en el suelo es necesario aplicar altas cantidades de fertilizantes fosfóricos solubles 
x(Narsian y Patel, 2000; Reddy et al., 2002). Una pequeña fracción del Pi de los 
fertilizantes es utilizado por las plantas (5-10%) y el resto se fija en el suelo en formas 
insolubles (Engelstad y Terman, 1980; Vassileva et al., 2000; Osorio y Habte, 2009; 
Batti y Yamar, 2010). Este proceso es costoso, ineficiente y genera alto riesgo de 
contaminar aguas corrientes (Sahu y Jana, 2000; Arcand y Schneider, 2006; Shigaki et 
al., 2006). 
 
La roca fosfórica (RP) es un fertilizante fosfórico (Goenadi et al., 2000) poco soluble 
(Rajan et al., 1996; Reddy et al., 2002, Pramanik et al., 2009) y de baja efectividad 
agronómica (Vassileva et al., 2000); se usa como materia prima para la síntesis de 
fertilizantes más solubles (Reyes et al., 2001; Batti y Yamar, 2010). Pero este recurso 
es no-renovable y se proyecta que a nivel mundial las minas de RP se agoten en 
menos de 100 años (Gilbert, 2009). Esto pone en riesgo la seguridad alimentaria no 
sólo en Colombia, sino también en todo el mundo. Por lo anterior, el uso adecuado de 
las RP como fertilizante es estratégico en Colombia.  
 
Justificación 
 
Para mejorar la solubilidad de la RP, esta se acidula químicamente con ácido sulfúrico 
y fosfórico, pero este proceso es costoso y potencialmente contaminante del ambiente 
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(Gyaneshwar et al., 2002; Reddy et al., 2002; Xiao et al., 2008). Una alternativa para 
acidular RP o producir otros fertilizantes es usar microorganismos solubilizadores de 
fosfato (MSP) (Whitelaw 2000; Osorio y Pérez 2000, Vassilev y Vassileva, 2003; 
Ramírez 2005; Jayasinghearachchi y Seneviratne, 2006; Relwani et al., 2008; Singh y 
Reddy, 2011) capaces de producir ácidos orgánicos. Entre estos microorganismos del 
suelo se tienen bacterias de los géneros Pseudomonas, Enterobacter y Bacillus (Kim 
et al. 1998ab) y hongos como Penicillium, Aspergillus (Whitelaw 2000) y Mortierella 
(Osorio 2003) que se han reportado como efectivos MSP. Aunque las bacterias han 
recibido gran atención, Kucey (1983), Arora y Gaur (1979) indicaron que los hongos 
son más efectivos solubilizando Pi. 
 
El uso de MSP como parte de un proceso biotecnológico podría mejorar la efectividad 
agronómica de la RP y reducir tanto el costo de la síntesis de los fertilizantes fosfóricos 
solubles como los riesgos de contaminación ambiental (Smith y Moore 2005; Stewart y 
Howell 2003). La bio-acidulación de RP es una alternativa limpia e innovadora que 
podría hacer a este material atractivo para su uso extensivo en la agricultura 
colombiana. Se ha detectado que bajo condiciones in vitro algunos MSP han disuelto 
hasta casi un 40% de RP en sólo siete días (Osorio 2008), lo que demuestra su alto 
potencial para la industria de fertilizantes colombiana. Durante el proceso de bio-
acidulación muchos factores son importantes para mejorar su rendimiento (Xiao et al., 
2008). Entre varios factores que se desean evaluar están el tamaño de partícula, 
cantidad de material sólido en suspensión, composición de medios de cultivo 
microbial, tipo de microorganismos (MSP), condiciones de agitación, temperatura, pH, 
fuentes de energía para los MSP y tiempo, que nos permitan optimizar el proceso de 
bio-acidulación de la RP. 
 
Promover el uso de las RP colombianas tiene grandes ventajas: están localmente 
disponibles (Huila, Boyacá, Santander del Norte), son económicas (Reyes et al., 2001; 
Osorio y Habte, 2009), y por ende, se puede disminuir la dependencia de fertilizantes 
importados, lo cual soporta la soberanía y seguridad alimentaria y a su vez podría 
disminuir los costos de producción. 
 
Esta propuesta investigativa es coherente con las políticas estatales enunciadas en el 
CONPES 3577, en el cual se busca disminuir costos de fertilización y promover el uso 
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de materiales mineros locales, lo que repercute en mejorar la competitividad de la 
producción y el ingreso de los productores. 
 
Hipótesis 
 
La efectividad del proceso de bio-acidulación de RP in-vitro puede ser aumentado a 
través de la optimización de varios factores que determinan la reacción. Entre estos 
factores se tienen aquellos asociados a (i) condiciones biológicas (tipo de 
microorganismo, fuente y cantidad de carbono para los MSP, co-factores), (II) físico-
químicas (tiempo de reacción, temperatura y pH inicial, velocidad de agitación, 
contenido de arcilla) y (III) la RP (tipo de RP, tamaño de partícula, cantidad de material 
sólido en suspensión).  
 
Objetivo General 
 
• Determinar las condiciones para mejorar la efectividad de la bio-acidulación de 
RP bajo condiciones in vitro. 
 
Objetivos Específicos 
 
• Determinar el efecto de factores biológicos sobre la bio-acidulación de RP. 
• Determinar el efecto de factores físico-químicos sobre el proceso de bio-
acidulación de RP.  
• Determinar el efecto de factores asociados a la RP en el proceso de bio-
acidulación. 
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1. Capítulo 1: Estado del Arte 
1.1 Dinámica del fósforo en suelos tropicales 
 
La disponibilidad de fósfato (Pi) en el suelo es uno de los mayores limitantes para 
alcanzar altos rendimientos de los cultivos de muchas especies vegetales en el trópico 
(Wakelin et al., 2004). Lamentablemente, muchos de los suelos son deficientes en 
formas disponibles de Pi para las plantas. Esto es debido a que los suelos tropicales y 
subtropicales son extremadamente ácidos y deficientes en Pi, además tienen una alta 
capacidad de fijación de este elemento (Khan, 2007). Una gran porción (95-99%) del Pi 
soluble inorgánico aplicado en los fertilizantes es rápidamente inmovilizado a formas no 
disponibles para las plantas. El término fijación describe las reacciones que remueven el 
Pi disponible de la solución del suelo (Barber 1995). Hay dos tipos de reacciones de 
fijación de Pi (Havlin et al., 1999; Collavino et al., 2012): 
 
i) La adsorción de Pi en la superficie de los minerales del suelo (arcillas y 
óxidos). 
 
ii) Precipitación con Al3+ y Fe3+ libres en la solución de suelos ácidos, y con Ca2+ en 
suelos neutros o alcalinos. Con la formación de estos compuestos tan insolubles 
se disminuye la disponibilidad de Pi para las plantas (Wakelin et al., 2004; 
Collavino et al., 2012). 
 
Por lo anterior, el Pi es un nutriente de poca movilidad en el suelo debido a su gran 
reactividad con los constituyentes que lo retienen fuertemente (Hinsinger, 2001). Por otro 
lado, el Pi es uno de los elementos más afectados por el proceso de degradación de los 
suelos, particularmente cuando hay pérdida de materia orgánica por procesos erosivos 
(Rosas et al., 2006). Adicionalmente, la disponibilidad del Pi en la solución del suelo 
también puede ser afectada por la inmovilización microbiana (Bojinova et al., 2008; 
Oliveira et al., 2009; Bunemann et al., 2011) 
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El Pi libre inorgánico en la solución del suelo juega un papel fundamental en el ciclo 
biogeoquímico de este elemento y en la nutrición de las plantas (Scervino et al., 2010). 
Sin embargo, en promedio la cantidad de Pi en la solución del suelo representa 
aproximadamente sólo 0.05-0.1% del contenido de Pi total del suelo (Peix et al., 2001; 
Scervino et al., 2010; Osorio, 2013).  
 
En el suelo el Pi también puede estar en formas orgánicas e inorgánicas (Alam et al., 
2002). Las formas orgánicas se encuentran en la materia orgánica humificada (humus) y 
material orgánico fresco (hojarasca representada por tejidos de plantas, estiércol de 
animales y las células muertas de microorganismos), principalmente como fosfolípidos, 
ácidos nucleicos y fosfatos de inositol (Tisdale y Nelson, 1991). Los componentes 
orgánicos de Pi pueden ser lentamente convertidos a Pi inorgánico en un proceso 
llamado mineralización, el cual está mediado por la actividad de enzimas fosfatasas (P-
asa) que liberan los microorganismos del suelo. Igualmente, el Pi puede estar 
temporalmente inmovilizado en la células vivas de microorganismos; este es más 
significativo cuando el Pi soluble es escaso en el suelo (Zaid et al., 2009).  
El Pi es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Las plantas 
adquieren el Pi de la solución del suelo en forma de aniones fosfatos: H2PO4
- y HPO4
2-.  
 
Los microorganismos juegan un papel importante en el ciclo biogeoquímico del Pi y en su 
disponibilidad para las plantas, ya que estos están presentes en los procesos de 
mineralización del Pi-orgánico, en la disolución de los precipitados de Pi, en la desorción 
del Pi adsorbido, o en reversar la inmovilización del Pi en las células a través de la 
predación (Bojinova et al., 2008; Oliveira et al., 2009). Así mismo, la absorción del Pi por 
las plantas puede ser mediada por hongos formadores de micorrizas (Habte y Osorio, 
2001). De esta manera, la dinámica del Pi disponible en el suelo está determinada en 
parte por la actividad microbiana del suelo. 
 
1.2 Fertilización fosfórica 
 
Una de las estrategias para aumentar la disponibilidad de Pi en suelos tropicales con alta 
capacidad de fijación de Pi, consiste en aplicar altas cantidades de fertilizantes fosfóricos 
solubles (500-1000 mg de P kg-1), seguido por pequeñas cantidades aplicadas 
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anualmente. Sin embargo, este proceso es ineficiente y costoso, ya que entre 90 y 95% 
del Pi aplicado es fijado en el suelo en formas que no son disponibles para las plantas 
(Engelstad y Terman, 1980). 
 
Por otro lado, las rocas fosfóricas (RP) son altamente recomendadas para la fertilización 
de suelos ácidos con alta capacidad de fijación. Estas son más económicas, pero 
infortunadamente son muy insolubles. En este contexto se han desarrollado varias 
investigaciones para mejorar la efectividad agronómica de la RP en los suelos cultivados. 
Una alternativa es inocular la RP con microorganismos solubilizadores de Pi, los cuales 
pueden mejorar su disolución, incrementando así la cantidad de Pi para las plantas 
(Kucey et al., 1989; Whitelaw, 2000; Khan et al., 2007).  
 
1.2.1 Roca fosfórica 
 
En la naturaleza la principal fuente de Pi inorgánico es la RP. Estas son minerales 
derivados del ácido ortofosfórico, conocidas con el nombre de apatitos o apatitas. Una 
vez que la roca se extrae de la mina, se muele y se empaca para ser aplicada 
directamente a los suelos cultivados. El nombre comercial “roca fosfórica” es usado por al 
menos 300 fosfatos de diferentes calidades en el mundo (Hammond y Day, 1992). Su 
composición química es Ca5(PO4)3(OH, F, Cl), cuando el F
- es predominante recibe el 
nombre de fluorapatito o fluorfosfato cálcico [Ca5(PO4)3F]; si el OH
- es predominante se 
llama hidroxilapatito [Ca5(PO4)3OH]. La predominancia de Cl
- es menos frecuente y se 
llama cloroapatito [Ca5(PO4)3Cl]. Los aniones F
-, Cl- y OH- puede substituirse entre sí, 
dando origen a una forma isomorfa completa. En Colombia, los fosfatos minerales son en 
su mayoría carbonato apatitas, en los cuales el fosfato ha sido parcialmente sustituido 
por carbonato y flúor, mientras que el Ca ha sido parcialmente sustituido por sodio y 
magnesio (León, 1988). Los apatitos son minerales frecuentes que aparecen como 
accesorios de todas las clases de rocas ígneas, sedimentarias y metamórficas. Se halla 
también en pegmatitas y filones, probablemente de origen hidrotermal. También en las 
masas magnéticas titaníferas. Ocasionalmente se concentran en depósitos grandes o en 
filones asociados a las rocas alcalinas (Humburt, 1960). 
Cerca del 80% de la producción mundial de RP proviene de depósitos de origen 
sedimentario marino (p.e., Colombia), 17% es de origen ígneo y de productos derivados 
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de su meteorización; el resto proviene de los depósitos sedimentarios residuales y de tipo 
guano (Zapata y Roy, 2007). 
 
Los depósitos de RP están ampliamente distribuidos en todo el mundo tanto geográfica 
como geológicamente. Los depósitos que cuentan con la mayor producción mundial de 
RP se hallan en Marruecos y otros países de África, Estados Unidos, Medio Oriente y en 
la China. La mayor parte son depósitos sedimentarios que contienen fluorapatita 
carbonatada (Zapata y Roy, 2007). Además, existen grandes yacimientos de apatito en 
Noruega, Suecia, Canadá, Rusia, Suiza, España, Uganda, Zimbabwe, Finlandia, Brasil 
(Hurbult, 1960). 
 
En Colombia las minas de apatito se encuentran a lo largo de la Cordillera Oriental, 
desde Sardinata en Norte de Santander hasta el sur del Huila, aflorando en numerosos 
sitios a lado y lado de sus vertientes. En el Departamento del Norte de Santander se 
encuentra en los municipios de Lourdes y Gramalote, en Santander en el municipio de 
San Vicente de Chucuri. En Boyacá se puede encontrar en Sogamoso, Monguí, Tota, 
Tunja, Samaná, Turmequé, Toca, Pesca, y Jenesano. En el Huila se encuentra en los 
municipios de Palermo, Aipe, Teurel, Yaguará y Tesalia y en el Departamento del Tolima 
en Coyaima, Ortega, Icononzco y Pandi. Estas rocas fosfóricas se presentan en faces 
geológicas de tipo areniscas, de lutitas y de calizas (Suescun, 1899).  
Las minas más conocidas son las de Huila, Sardinata y Pesca (Martínez, 1988). El 
yacimiento de Sardinata tiene un contenido de P, expresado como P2O5, de 34%, y sus 
reservas llegan casi a 10 millones de toneladas (Manjarres, 1971). 
 
1.2.2 Roca fosfórica como fertilizante 
 
La industrial mundial de los fertilizantes fosfóricos está basada en la explotación de los 
depósitos de RP. A diferencia de otros productos como el hierro, cobre y azufre, las RP 
tienen escasa oportunidad de sustitución o reciclado. Ocupa el segundo puesto de 
minerales (excluido el carbón y los hidrocarburos) en peso y volumen brutos en el 
comercio internacional (Zapata y Roy, 2007). La industria de los fertilizantes consume 
cerca del 90% de la producción mundial de RP, el 10% restante se usa en la industria de 
suplementos para alimentación animal y detergentes (Hamond y Day, 1992).  
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La RP como fertilizante fosfórico (Goenadi et al., 2000) es poco soluble (Rajan et al., 
1996; Reddy et al., 2002, Pramanik et al., 2009) y de baja efectividad agronómica 
(Vassileva et al., 2000); se usa como materia prima para la síntesis de fertilizantes más 
solubles (Reyes et al., 2001; Batti y Yamar, 2010). 
El principal problema con la aplicación directa de RP al suelo es su insolubilidad (Sahu y 
Jana, 2000); además el bajo porcentaje soluble es fijado en el suelo (Engelstad y 
Terman, 1980). Sin embargo, es más económico que la aplicación de fertilizantes 
fosfóricos solubles (Sahu y Jana, 2000). Una ventaja de la aplicación de RP es que ésta 
es considerada como un abono verde o natural. Algunos autores han reportado que el 
uso de fertilizantes fosfóricos solubles es una práctica costosa y afecta la diversidad 
microbiana del suelo (Gyaneshwar et al., 2002; Zhang et al., 2011). 
La RP es usada a gran escala, pero este recurso es finito y no-renovable (Vassilev et al., 
2009; Vassileva et al., 2010). El crecimiento de la explotación minera de RP y la 
demanda de esta en el mundo han estado creciendo alrededor de 3% por año desde el 
año 2008, al igual que su precio.  
 
De acuerdo a la U.S. Geological Survey se estima que las reservas de RP de fácil acceso 
durarán sólo 125 años más, otros autores estiman que en el mundo las minas de RP de 
fácil acceso se agotarán en menos de 100 años (Gilbert, 2009). Esto pone en riesgo la 
seguridad alimentaria a nivel global. Por lo anterior, el uso adecuado de las RP como 
fertilizante es estratégico en Colombia. Esto no significa que se agotarán las fuentes de 
P, significa que se agotarán los depósitos de RP de fácil acceso, pueden cambiar las 
formas o la localización del P, o el costo para extraerlo (Dibb, 2004). 
 
1.2.3. Solubilización de roca fosfórica 
 
Con el fin de aumentar la solubilidad del fósforo y mejorar la efectividad de la RP, en la 
investigación se han considerado varios métodos, tales como (García y Pantojal, 1998):  
 
 Acidulación química con ácido sulfúrico y fosfórico (Gyaneshwar et al., 2002; 
Reddy et al., 2002; Xiao et al., 2008). 
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 Acidulación (bioacidulación) con microorganismos solubilizadores de fosfato 
(MSP) (Whitelaw 2000; Vassilev y Vassileva, 2003; Ramírez 2005; 
Jayasinghearachchi y Seneviratne, 2006; Osorio 2008, Singh y Reddy, 2011) 
capaces de producir ácidos orgánicos. 
 
 Mezcla de RP con residuos agroindustriales como sustrato carbonáceo para los 
MSP (Vassileva et al., 2010). 
 
 Disminución del tamaño de partícula, mediante molido fino del material 
(micronización). 
 
 Mezclas de RP con azufre elemental. 
 
 Alteraciones de las rocas mediante tratamientos térmicos. 
 
 Métodos de aplicación al suelo (localizado en bandas cercanas a las raíces). 
 
 Mezcla de RP con enmiendas orgánicas: estiércol, residuos de cosecha, abonos 
verdes, compost (Msolla et al., 2007; Yusdar et al., 2007; Shrivastava et al., 
2007). 
 
El uso de MSP para disolver RP y volverla más soluble está enfocado en una agricultura 
sostenible, una agricultura verde, con prácticas más amigables con el ambiente que 
mantienen un balance ecológico en el suelo. El uso de inoculantes microbianos o 
biofertilizantes es considerado como una alternativa al uso de los fertilizantes químicos 
(Khan et al., 2007). Adicionalmente con el uso de MSP se disminuyen los costos de 
operación y se puede usar de una manera más efectiva la RP, evitando el consumo 
excesivo de ésta (Vassilev et al, 2009; Vassileva et al., 2010).  
 
Sin embargo, es importante conocer los factores que afectan la efectividad de los MSP 
para disolver RP, tales como: el tipo de microorganismo (Narsia y Patel, 2000), factores 
nutricionales, fisiológicos y de las condiciones de crecimiento en el medio de cultivo 
(Cunningham y Kuiack, 1992; Ates et al., 2002; Adham, 2002; Haq y Iqbal, 2003; Nahas, 
2007), y del tipo de RP empleada (Schneider et al., 2010). 
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1.3 Microorganismos solubilizadores de Pi 
 
Muchos microorganismos del suelo participan en la transformación de Pi en el suelo, 
haciendo así parte integral del ciclo biogeoquímico del Pi (Che et al., 2006). Algunos de 
estos pueden disolver compuestos de Pi orgánicos (Ramírez, 2005; Alikhani et al., 2006; 
Tao et al., 2008; Tallapragada y Seshachala et al., 2012.) e inorgánicos (Rao, 1992; 
Gyaneshwar et al., 2002; Oliveira et al., 2009). La diferencia entre estos dos tipos de 
microorganismos no sólo está en la fuente de Pi que usan, sino en los mecanismos que 
desarrollan para solubilizar (Tao et al., 2008). Así la disolución del Pi-mineral por medio 
de ácidos orgánicos, mientras que la disolución de Pi-orgánico es mediante enzimas 
fosfatasas. La solubilización de Pi hace biodisponible este elemento en la solución del 
suelo para las plantas (Oberson et al., 2001; Selvakujmar et al., 2013). Las plantas al 
crecer mejor, pueden excretar compuestos carbonáceos, los cuales son utilizados 
metabólicamente por los microorganismos para producir eficientemente ácidos orgánicos 
o enzimas, según sea el caso (Deubel et al., 2000).  
Los MSP pueden encontrase en el suelo, en la rizosfera, en el suelo no-rizosférico, en el 
rizoplano, y aún en los depósitos de RP (Kucey et al., 1989; Bowen y Rovira 1999, 
Ramírez, 2005; Zaid et al., 2009). El número de MSP varía de acuerdo al tipo de suelo 
(Khan et al., 2007). Sin embargo, la densidad de estos MSP puede ser muy baja en el 
suelo; alrededor de 102 - 103 UFC g-1 han sido reportados (Peix et al., 2001; Osorio y 
Habte, 2001). En el suelo las bacterias y los hongos solubilizadores de Pi constituyen un 
1% del total de la población del suelo (Kucey, 1983). 
 
Entre los MSP efectivos hay bacterias de los géneros Pseudomonas (Kim et al., 1998ab; 
Bar Yosef et al., 1999; Rosas et al., 2006), Enterobacter (Kim et al,. 1998ab; Vásquez et 
al., 2000), Bacillus (Kim et al., 1998ab; Vásquez et al., 2000; Chen et al., 2006), 
Burkholderia (Song et al., 2008; Tao et al., 2008), Serratia (Chen et al., 2006; Hameeda, 
2006), Citrobacter (Patel et al., 2008), Xanthomonas (Sharan et al., 2008), Rhizobium 
(Alikhani et al., 2006), Azospirillum (Rodríguez et al., 2004), Lebsiella (Chung et al., 
2005). En cuanto los hongos hay de los géneros Penicillium (Reyes et al., 2001; Wakelin 
et al., 2004; Shin et al., 2006; Morales et al., 2007), Aspergillus (Vassilev et al., 1997; 
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Vassileva et al., 1998; Whitelaw 2000; Bojinova, 2008) y Mortierella (Osorio, 2003; Zhang 
et al., 2011; Osorio y Habte, 2013). También levaduras y especies de actinomicetos se 
han reportado como MSP (Caroline, 1994; Beauchamp y Hume 1997; Atlas y Bartha 
1998; Hamdali et al., 2008). 
Aunque las bacterias han recibido mayor atención, varios autores (Arora y Gaur, 1979; 
Kucey, 1983; Osorio y Habte, 2009) han indicado que los hongos pueden ser más 
efectivos solubilizando Pi. Además, después de varios subcultivos las bacterias 
solubilizadoras de Pi pueden perder su capacidad solubilizante, mientras que los 
subcultivos de hongos solubilizadores de Pi pueden mantener tal capacidad (Whitelaw, 
2000; Rashid et al., 2004). Además, las hifas de los hongos pueden crecer en contacto 
con la superficie de la RP, solubilizándola como resultado de sus actividades metabólicas 
(Bermance et al., 2012).Por otro lado, debido a la biomasa de los hongos  Alam et al. 
(2002) indican que los hongos pueden inmovilizar más Pi que las bacterias. 
Osorio (2003) aisló varios MSP de la rizósfera de Leucaena leucocephala que se 
encontraban creciendo naturalmente en tres suelos de Hawaii (Andisol, Oxisol y Vertisol) 
y encontró que el más efectivo fue un hongo identificado como Mortierella sp., el cual 
incrementó la absorción de Pi en Leucaena. Por su parte, Chen et al. (2006) aislaron y 
caracterizaron 35 cepas bacterianas con capacidad solubilizadora en un suelo tropical de 
Taiwan, los géneros que encontraron fueron: Bacillus, Rhodococcus, Arthrobacter, 
Serratia, Chryseobacterium, Delftia, Gordonia y Phyllobacterium. La capacidad 
solubilizadora de estas cepas fue asociada con la producción de ácidos orgánicos, que al 
disminuir el pH de medio disuelve la RP e incrementa el Pi soluble (Ivanova et al., 2006).  
Debido al fácil aislamiento de los MSP muchos estudios han investigado el efecto de la 
inoculación con estos microorganismos en el suelo sobre el crecimiento de plantas y 
absorción de Pi (Gyaneshwar et al., 1998; Marschner 2008). La respuesta a la 
inoculación con MSP depende de varios factores, tales como: la composición y 
propiedades del suelo, la capacidad amortiguadora del suelo, el tipo de cultivo y la 
microbiota acompañante (Kucey et al., 1989). En algunos casos, respuestas negativas a 
las inoculaciones se pueden deber al pobre crecimiento y sobrevivencia de los MSP, que 
puede ser causada por la falta de nutrientes y/o la competencia con la microbiota nativa 
(Marschner 2008). La fuente de nitrógeno y carbono son muy limitantes en la efectividad 
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de los MSP (Gyaneshwar et al., 1998). Así mismo, la capacidad de fijación de Pi del 
suelo puede determinar la efectividad de los MSP (Osorio, 2008). 
 
Varios autores han reportado efectos benéficos al inocular con diferentes 
microorganismos en distintos cultivos, por ejemplo con Aspergillus (Babana y Antoun 
2006; Jain et al., 2010; Mittal et al., 2008; Jain et al., 2012), Pseudomonas (Valverde et 
al., 2006; Selvakujmar et al., 2013), Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, 
Acinetobacter, Burkholderia, (Collavino et al., 2010), Mortierella (Zhang et al., 2011; 
Osorio y Habte, 2013), Acinetobacter (Ogut et al., 2010), Penicillium (Morales et al., 
2007) y Bacillus (Gunes et al., 2009). 
 
Efectos sinérgicos se han encontrado en el crecimiento de las plantas al inocular MSP 
con otras bacterias (Valverde et al., 2006), ya que la co-inoculación puede proveer mayor 
balance nutricional para la planta (Belimov et al., 1995 Rosas et al., 2006). Así, se han 
encontrado efectos favorables con Rhizobium (Rosas et al., 2006) y especialmente 
hongos micorrizo arbusculares, los cuales han mostrado estimulación en el crecimiento 
de plantas en suelos deficientes de Pi (Piccini y Azcon, 1986; Toro et al., 1997; Kim et al., 
1998; Osorio y Habte, 2001; Qin et al., 2009; Osorio y Habte, 2009; Londoño, 2010). 
Shankaraiah et al. (2000) encontraron que la adición de los MSP Bacillus megaterium y 
Aspergillus awamori y Asrobacterium radiobacter mejoraron el rendimiento del cultivo de 
caña de azúcar en un 10% y disminuyeron el costo de fertilización en un 25%.  
 
Se han reportado diferentes funciones de los MSP que favorecen el crecimiento de las 
plantas (Zaid et al., 2009; Vassilev et al., 2006; Vassileva et al., 2010): (i) proveen Pi a las 
plantas, (ii) promueven el crecimiento de las plantas, (iii) sintetizan sustancias promotoras 
del crecimiento tales como sideróforos y antibióticos, (iv) estimulan la eficiencia de 
fijación de N2, (v) mejoran la accesibilidad a otros elementos traza, (vi) proveen 
protección a la planta en contra de patógenos y (vii) mejoran la fertilidad de los suelos. 
También se conoce la capacidad de los MSP para desorber Pi de suelos (Chen et al., 
2006; Pandey et al., 2006; Bashan et al., 2012; Osorio y Habte, 2013) y el uso de los 
MSP para remover Pi de sedimentos para prevenir eutroficación en lagos y estanques 
(Kim et al., 2005). 
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Se ha evaluado la aplicación directa de MSP tanto en suelos alcalinos, neutros y ácidos. 
En suelos neutros o alcalinos, la producción de ácidos ha disminuido el pH de la rizosfera 
y favorecido la disolución de fosfatos de calcio nativos del suelo y de RP aplicada (Kim et 
al., 1998). En los suelos ácidos altamente meteorizados del trópico hay pocas cantidades 
de fosfato de calcio. En este tipo de suelos los MSP pueden solubilizar compuestos de 
fosfatos de aluminio y hierro (Bolan et al., 1994; Bashan et al., 2013). Sin embargo, 
Osorio (2008) encontró que la solubilización microbial de Pi en un Oxisol (rico en fosfato 
de hierro y aluminio) sólo ocurrió con la presencia de fosfatos de calcio en el suelo, 
producto de la adición de RP. No obstante, Bolan et al. (1994) afirma que los iones de Al 
y de Fe en solución pueden ser complejados por aniones orgánicos (oxalato y citrato), lo 
cual favorece la disolución in vitro de fosfatos de Al y Fe. 
 
1.3.1 Mecanismos de solubilización de Pi 
 
Diferentes mecanismos se han propuesto para explicar la solubilización microbiana de 
compuestos inorgánicos de Pi:  
 
 Producción de ácidos inorgánicos o sus bases conjugadas (Bar-Yosef et al., 
1999; Hameeda et al., 2006; Marschner 2008) 
 
 Excreción de protones debido a la asimilación de NH4+ por los microorganismos 
(Kucey 1983; Roos y Luckner 1984; Slayman et al., 1990; Cooke y Whipps, 1993; 
Whitelaw 2000, Illmer et al., 1995; Whitelaw, 2000) 
 
 Desorción de iones P de los sitios de adsorción (He y Zhu 1997 y 1998, Osorio, 
2008; Osorio y Habte, 2012) 
 
 Quelatación de Ca, Al y Fe (Iyamuremye et al., 1996; Bar-Yosef et al., 1999; 
Richardson et al. 2001; Ryan et al., 2001; Marschner, 2008) 
 
 Competencia de los aniones orgánicos producidos por los MSP con los iones 
fosfato por los sitios de adsorción en las superficies de los minerales arcillosos 
del suelo (Bolan et al., 1994; Najas, 1996) 
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Con muchos MSP la capacidad para disolver Pi mineral está relacionada con la 
producción de ácido orgánico que reduce el pH del medio, como resultado de su 
actividad metabólica (Wakelin et al., 2004) y permite las formación de complejos orgánico 
minerales, jugando un papel importante en la economía del Pi (Richardson et al., 2001; 
Ryan et al., 2001; Scervino et al., 2010). Algunos de los ácidos orgánicos o sus 
respectivos aniones, comúnmente asociados con la solubilización microbial de Pi, son el 
ácido glucónico (Bar-Yosef et al., 1999; Rodríguez et al., 2004; Chen et al., 2006; Ogut et 
al., 2010); ácido oxálico (Alam et al., 2002; Osorio, 2008), ácido cítrico (Kucey y Leggett, 
1989 Kim et al., 1997; Chen et al. 2006; Kem et al. 2006), ácido tartárico (Kem et al., 
2006), ácido aspártico (Venkateswardu et al., 1984, Kem et al,. 2006), ácido nítrico 
(Azam y Memon, 1996), ácido sulfúrico (Azam y Memon, 1996; Chi et al., 2006; Stamford 
et al., 2007; Aria et al., 2010; Bhatti y Yawar, 2010), ácido láctico, ácido succínico 
(Venkateswardu et al., 1984; Vásquez et al., 2000; Chen et al., 2006) ácido propiónico 
(Chen et al., 2006), isovalérico, isobutírico, acético (Vásquez et al., 2000) y ácido málico 
(Kem et al., 2006). 
 
Estos ácidos son productos del metabolismo microbiano, en algunos casos por 
respiración oxidativa o por fermentación de sustratos carbonáceos (glucosa) (Atlas y 
Bartha, 1997; Prescott et al., 1999; Gyaneshwar et al., 2002).  
 
1.3.2 Mortierella sp. 
 
Este hongo está en el orden Mucorales, clase Zygomyceta (Phylum Zygomycota). Es un 
hongo filamentoso del suelo que actúa tanto como saprófito como endófito. Este género 
prefiere fuentes de carbono simples para su crecimiento y reproducción, tiene rápido 
crecimiento y proliferación, su micelio es blanco y dentro de su micelio tiene los 
esporangiosporas (Dyal y Narine, 2005).  
 
Varias especies de Mortierella son reconocidas por su producción de ácidos grasos 
esenciales (Bigelis, 1991; Dyal y Narine, 2005), como araquidónico (Totani y Oba, 1987; 
Streekstra, 1997; Park et al., 2002; Sakuradani, y Shimizu, 2009; Lu et al., 2011; Nisha y 
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Venkateswaran, 2011), ácido eicosapentaenoico (Shimizu et al., 1988) y ácido linoleico 
(Hansson y Dostlek, 1988), usados en la industria de alimentos (Streekstra, 1997).  
Además, las investigaciones han mostrado que las condiciones de crecimiento de este 
hongo pueden ser manipuladas para aumentar la producción de ácidos grasos (Dyal y 
Narine, 2005). Es reconocido también como un hongo solubilizador de fosfato (Osorio, 
2003; Qin et al., 2009; Zhang et al., 2011), tolerante a la acidez y el aluminio, a la sequía 
y al fungicida benomyl (Osorio, 2003). 
 
1.3.3. Aspergillus niger 
 
Aspergillus niger se encuentra en el grupo de los Aspergillus negros, el cual se clasifica 
dentro de la familia Moniliaceae, Orden Moniliales, Clase Hypomycetes, Phylum 
Deuteromycota (Vega et al., 2002). Es un hongo del suelo, reconocido industrialmente 
por la producción de ácido cítrico con aplicaciones en alimentos, enzimas y productos 
farmacéuticos (Magnuson y Lasure, 2004).  
 
Puede producir ácido cítrico, oxálico y glucónico (Cameselle et al., 1998; Magnuson y 
Lasure, 2004), oxálico (Cameselle et al., 1998; Alam et al., 2002), cítrico (Vassileva et al., 
1998; Pera y Callieri, 1999; Alvarez et al., 2000; Max et al., 2010) y Succínico (Vásquez 
et al., 2000; Barroso et al., 2006). 
 
Este es uno de los microorganismos que más se encuentra cuando se evalúan MSP en 
la rizosfera (Oliveira et al., 2009; Tallapragada y Seshachala et al., 2012). La 
solubilización de RP por Aspergillus sp. ha sido demostrada bajo condiciones in vitro 
(Vassilev et al., 1996; Vassileva et al., 1998; Alam et al., 2002; Barroso et al., 2006; 
Bojinova et al., 2008; Tallapragada y Seshachala et al., 2012; Jain et al., 2012). 
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2. Capítulo 2:  
EFECTO DE LA FUENTE Y CANTIDAD DE CARBONO Y NITRÓGENO EN LA 
DISOLUCIÓN IN VITRO DE ROCA FOSFÓRICA  
 
2.1 Resumen 
El fosfato (Pi) es un nutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las plantas, el 
cual, infortunadamente, presenta una baja disponibilidad en la mayoría de los suelos 
tropicales. Para corregir su deficiencia es necesario aplicar altas cantidades de 
fertilizantes fosfóricos, pero éste es un proceso ineficiente y costoso. Una alternativa para 
la fertilización es el uso de la roca fosfórica (RP); lastimosamente este material es poco 
soluble y de baja eficiencia agronómica, lo cual desestimula su uso. Como alternativa a 
esto, hay un creciente interés en el uso de microorganismos del suelo capaces de 
disolver RP. El objetivo de este trabajo fue evaluar bajo condiciones in vitro el efecto que 
tienen las variaciones en la fuente y cantidad de C y N suministrado, sobre la capacidad 
de los hongos Mortierella sp. y Aspergillus niger para disolver RP. Los resultados indican 
que el hongo Mortierella sp. presentó una mayor capacidad para disolver la RP que el 
hongo A. niger; la inoculación con ambos hongos no mejoró el efecto ya obtenido con 
Mortierella sp. La mayor disolución de la RP se obtuvo al inocular cada Erlenmeyer con 1 
mL que contenía 107 UFC de Mortierella sp., mientras que con A. niger su mejor efecto 
requirió la inoculación con 7 mL (7x107 UFC de A. niger). Las fuentes de C que 
promovieron efectivamente la disolución de RP fueron glucosa y arabinosa para 
Mortierella sp., y glucosa para A. niger; otras fuentes de C, tales como fructosa, maltosa, 
melaza, sacarosa y celulosa no fueron efectivas. El NH4Cl fue significativamente 
superior, como fuente de N, al NH4NO3 y KNO3 para promover la disolución de la RP. Los 
hallazgos de este estudio indican que al variar las condiciones biológicas del medio de 
cultivo que controlan las reacciones de disolución de RP se puede mejorar la efectividad 
del proceso, y confirma una vez más lo altamente promisorio del uso de estos 
microorganismos para mejorar la efectividad agronómica de la RP.  
Palabras clave: solubilización, fósforo, microorganismos solubilizadores de fósforo. 
 
2.2 Introducción 
 
El fosfato (Pi) es un macronutriente esencial para el desarrollo y crecimiento de las 
plantas (Narsian y Patel, 2000; Batti y Yamar, 2010; Singh y Reddy; 2011). 
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Infortunadamente buena parte de los suelos tropicales presentan una baja disponibilidad 
de éste (IGAC, 1988; Jaramillo, 2011). Para aumentar su disponibilidad en los suelos 
cultivados es necesario aplicar altas cantidades de fertilizantes fosfóricos solubles 
(Narsian y Patel, 2000; Reddy et al., 2002). Sin embargo, apenas una pequeña fracción 
del Pi de los fertilizantes fosfóricos es utilizada por las plantas (5-10%) y el resto se 
queda retenido en el suelo en formas insolubles (Engelstad y Terman, 1980; Vassileva et 
al., 2000; Osorio y Habte, 2009; Batti y Yamar, 2010). En consecuencia, la fertilización 
fosfórica se constituye en una práctica costosa, ineficiente y en algunos casos genera un 
alto riesgo de contaminar aguas corrientes (Sahu y Jana, 2000; Arcand y Schneider, 
2006; Shigaki et al., 2006). 
Una alternativa para evitar la alta fijación de Pi en los suelos es el uso de la roca fosfórica 
(RP); pero dada su baja solubilidad este es un fertilizante de baja efectividad agronómica 
(Rajan et al., 1996; Goenadi et al., 2000; Vassileva et al., 2000; Reddy et al., 2002, 
Pramanik et al., 2009). Esta se usa como materia prima para la síntesis de fertilizantes 
más solubles vía acidulación con ácido sulfúrico o fosfórico (Reyes et al., 2001; Batti y 
Yamar, 2010), pero este proceso es costoso y potencialmente contaminante 
(Gyaneshwar et al., 2002; Reddy et al., 2002; Xiao et al., 2008).  
Una alternativa para acidular la RP es mediante el uso de microorganismos 
solubilizadores de fosfato (MSP). Estos son capaces de producir ácidos orgánicos que 
disuelven eficientemente la RP (Whitelaw 2000; Osorio y Pérez 2000, Vassilev y 
Vassileva, 2003; Ramírez 2005; Jayasinghearachchi y Seneviratne, 2006; Relwani et al., 
2008; Singh y Reddy, 2011). Entre los MSP efectivos hay bacterias de los géneros 
Pseudomonas (Kim et al. 1998ab; Bar Yosef et al., 1999), Enterobacter (Kim et al. 
1998ab; Vásquez et al., 2000), Bacillus (Kim et al. 1998ab; Vásquez et al., 2000; Chen et 
al., 2006), Burkholderia (Song et al., 2008), Serratia (Chen et al., 2006), Citrobacter (Patel 
et al., 2008) y hongos de los géneros Penicillium (Reyes et al., 2001; Shin et al., 2006), 
Aspergillus (Vassilev et al., 1997; Vassileva et al., 1998; Whitelaw 2000; Bojinova, 2008) 
y Mortierella (Osorio, 2003; Zhang et al., 2011; Osorio y Habte 2013). 
A pesar que se conoce la reacción de disolución de la RP (Osorio, 2011), falta precisar 
cuáles son los factores que optimizan el proceso en el laboratorio y en la industria 
(Cunningham y Kuiack, 1992). Entre tales factores se destacan la nutrición con C y N que 
determinan bioquímicamente la producción de los ácidos orgánicos responsables de la 
disolución de la RP (Hameeda et al.,2006; Xiao et al.,2008; Londoño, 2010; Nisha y 
Venkateswaran, 2011; Habte y Osorio, 2012). Conociendo esto se pueden hacer 
aplicaciones biotecnológicas en la industria de fertilizantes fosfóricos o mejorar la 
eficiencia del uso directo de la RP en los cultivos. Estos esfuerzos cobran mucha validez 
ya que se proyecta que la reservas mundiales de RP se agotarán en menos de 100 años 
(Gilbert, 2009). Esto pone en riesgo la seguridad alimentaria en el mundo y los efectos 
podrán ser más notorios en aquellos países dominados por suelos bajos en Pi disponible, 
tal como ocurre en el trópico húmedo. Por lo anterior, aumentar la solubilidad y 
efectividad de la RP como fertilizante es bastante estratégico y puede traer grandes 
beneficios en la agricultura a nivel global, reducir los costos de producción y el impacto 
ambiental (Zapata y Roy, 2007).  
El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto que tiene la cantidad y fuente de 
C y N para mejorar la disolución in vitro de la RP por dos hongos del suelo, Mortierella 
sp. y Aspergillus niger. 
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2.3. Materiales y métodos  
Hongos solubilizadores de fósforo 
El hongo Mortierella sp. fue originalmente aislado en la Universidad de Hawaii a partir de 
un Andisol (Osorio y Habte, 2001). Aspergillus niger fue cedido por el Laboratorio de 
Micotoxinas y Venenos Naturales de la Universidad Nacional de Colombia. Ambos 
hongos se cultivaron en el medio PDA durante 5 días a 25 °C y luego se suspendió el 
micelio en agua destilada estéril y se conservaron a 4°C para su uso experimental. Antes 
de su uso, realizaron conteos en el medio de cultivo PDA a 25 °C y han arrojado 
densidades de 107 UFC/ mL.  
Roca fosfórica 
La RP fue una muestra comercial proveniente de las minas del Huila, Colombia. Su 
fórmula molecular es Ca9.69Na0.22Mg0.09(PO4)5.14(CO3)0.86F2.34 (Chien y Hammond 1978), 
con una concentración de Pi del 12% y fue pasada a través de un tamiz de 250 µm. 
Medio de cultivo y condiciones de solubilización 
La composición básica del medio de cultivo experimental fue (g L-1): glucosa 10, NH4Cl 
1.34, KCl 1.87, CaCl2.2H2O 0.2, MgSO4.7H2O 0.4 y RP 3.5 como única fuente de Pi 
(Osorio, 2008). 75 mL de este medio se llevaron a erlenmeyers de 250 mL y se 
esterilizaron en autoclave a 120ºC, 0.1 MPa, por 20 minutos. Una vez inoculados con los 
hongos los erlenmeyers se agitaron continuamente a 100 rpm, 28°C, durante 7 días.  
Experimentos 
Los experimentos consistieron en modificar algunas de las condiciones de solubilización, 
dejando las demás constantes. 
Experimento No.1. Tipo de inóculo 
El medio de cultivo descrito se inoculó individual o concomitantemente con Mortierella sp. 
y A. niger. En cada caso los erlenmeyers se inocularon con 1 mL de la suspensión del 
hongo (107 UFC mL-1) ó 0.5 mL cuando ambos se inocularon. También se incluyeron 
erlemenmeyers con el medio de cultivo no-inoculado como tratamiento control. Las otras 
condiciones del cultivo fueron las señaladas anteriormente. 
Experimento No.2. Cantidad de inóculo 
Se evaluó el efecto de la cantidad de cada inóculo separadamente sobre la disolución de 
la RP. Para esto se aplicaron 0, 1, 2, 4 y 7 mL de cada inóculo por Erlenmeyer temiendo 
en cuenta que el volumen debe ser entre el 5 al 10 % de volumen total usado También 
en este caso, los inóculos de Mortierella sp.y A. niger contenían una densidad de 107 
UFC mL-1. Las condiciones del cultivo fueron las señaladas anteriormente. 
Experimento No.3. Cantidad de glucosa 
Se determinó el efecto de la cantidad de glucosa como fuente de carbono sobre la 
disolución de la RP. Para esto, al medio de cultivo se adicionaron niveles crecientes de 
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este azúcar (5, 10, 15, 20 y 25 g L-1). Con base en los resultados del experimento No. 2, 
se aplicó 1 mL de la suspensión de Mortierella sp. y 7 mL de la suspensión de A. niger. 
Por lo anterior, la prueba con cada hongo se consideró como un experimento separado. 
Como referencia se incluyeron erlenmeyers con el medio no-inoculado y con cantidades 
crecientes de glucosa. Las demás condiciones del cultivo fueron las señaladas 
anteriormente. 
Experimento No.4. Fuente de carbono 
Se evaluó el impacto de la fuente de C en la disolución de la RP. Con base en resultados 
previos del experimento No. 3, se aplicaron 4 g C L-1 para Mortierella sp. y 6 g L-1 para A. 
niger. Las fuentes de C fueron: monosacáridos (glucosa, arabinosa o fructosa), 
disacáridos (sacarosa o maltosa) y polisacáridos (celulosa, carboximetilcelulosa o 
melaza). En el caso de Mortierella sp. se aplicó 1 mL de la suspensión y con A. niger, 7 
mL de suspensión (basados en los resultados del experimento No. 2). Por lo anterior, el 
uso de cada hongo se consideró como un experimento independiente. Las demás 
condiciones del cultivo fueron las señaladas anteriormente. 
Experimento No.5. Cantidad de nitrógeno 
Se determinó el efecto de la cantidad de N sobre la disolución de la RP. Para esto se 
adicionaron niveles crecientes de NH4Cl (0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 g L
-1). En este experimento se 
aplicó, ya sea 1 mL de la suspensión de Mortierella sp. ó 7 mL de la suspensión de A. 
niger (basados en los resultados del experimento No. 2). La fuente de carbono aplicada 
fue glucosa 10 g L-1 para Mortierella sp. y 15 g L-1 para A. niger (experimento No. 4). Las 
otras condiciones del cultivo fueron las señaladas anteriormente. 
Experimento No.6. Fuente de nitrógeno 
Se estudió el impacto de la fuente de N en la disolución de la RP. Para esto se aplicó 
NH4NO3 (0.61 g L
-1), NH4Cl (0.5 g L
-1), o KNO3 (0.93 g L
-1), para el hongo Mortierella sp. y 
para A. niger se aplicó NH4NO3 (1.22 g L
-1), NH4Cl (1.0 g L
-1), o KNO3 (1.86 g L
-1), de 
acuerdo a los resultados obtenidos en el experimento No. 5. Los erlenmeyers que 
contenían NH4NO3 y NH4Cl también recibieron KCl para así suplementar la misma 
cantidad de potasio en todos los tratamientos. En el caso de Mortierella sp. se aplicó 1 
mL del inóculo y glucosa a razón de 10 g L-1. En el caso de A. niger se aplicaron 7 mL del 
inóculo y 15 g L-1 de glucosa (teniendo como base los resultados de experimentos 
previos). Por tanto, la prueba con cada hongo se consideró un experimento separado. 
Las otras condiciones del cultivo fueron señaladas anteriormente. 
Variables evaluadas 
En todos los experimentos, luego del periodo de incubación de 7 días, se determinó el pH 
y la concentración de Pi del medio de cultivo. El pH se midió usando un potenciómetro 
(WTW electrodo Sentix 81). La concentración de Pi (mg L-1) se determinó mediante el 
método del azul-molibdato (Murphy y Riley 1962) a 890 nm (espectrofotómetro Genesys 
20 Thermo Spectronic), previa filtración en papel filtro Whatman No. 42 y centrifugación 
(centrifuga Jouan MR 1812) a 4000 rpm (1520xg) durante 10 minutos, para cada medida 
se realizó curva de calibración. 
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En todos los experimentos se empleó un diseño estadístico completamente al azar. Cada 
tratamiento tuvo cuatro réplicas, incluyendo el control no inoculado. El efecto de los 
tratamientos se evaluó mediante análisis de varianza y cuando estos fueron significativos 
se utilizó la prueba de separación de medias de Duncan. Ambas pruebas se hicieron con 
un nivel de significancia (P) ≤0.05, mediante el uso del software STATGRAPHICS versión 
centurión XVI. 
2.4 Resultados 
Experimento 1. Tipo de hongo 
Los resultados indican que la inoculación individual y combinada disminuyeron 
significativamente (P≤0.05) el pH del medio con respecto al control (pH: 7.9) no inoculado 
(Fig. 2.1). La disminución del pH fue significativamente más intensa cuando se inoculó 
con el hongo Mortierella sp. (pH: 3.01) que con A. niger (pH: 3.97). La coinoculación 
generó un pH intermedio en comparación con las inoculaciones individuales (pH: 3.53). 
Por otro lado, el control no inoculado presentó un valor de Pi en solución muy bajo (0.1 
mg L-1), mientras que con las inoculaciones su concentración aumentó significativamente. 
El efecto fue significativamnte mayor al inocular con Mortierella sp. (76.14 mg L-1) que 
con A. niger (45.28 mg L-1). La coinoculación no presentó diferencia significativa con la 
inoculación individulal obtenida con A. niger, pero sí con respecto a la de Mortierella sp.  
(a) (b) 
  
Figura. 2.1. (a) pH de la solución (mg L
-1
) y (b) Concentración de Pi en la solución en función de la 
inoculación individual o combinada con los hongos. Cada columna representa el promedio de las 
cuatro repeticiones. Las barras indican la desviación estándar. Columnas con las letras 
minúsculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de 
Duncan (P≤0.05). [NI: no inoculado (control); A: inoculado con A. niger; M: inoculado con 
Mortierella sp.; AM: co-inoculado con A. niger y Mortierella sp.] 
Experimento 2. Cantidad de inóculo 
La inoculación con cada uno de los hongos disminuyó significativamente (P≤0.05) el pH 
del medio (Fig. 2.2). En el caso de Mortierella sp. (Fig. 2.2a) el pH más bajo se obtuvo 
cuando en el medio de cultivo habian inicialmente 1 y 2 x107 UFC por erlenmeyer (pH: 
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3.15 y 3.11, respectivamente). Con las dos densidades poblacionales más altas el pH fue 
un poco más alto (3.34 y 3.5, respectivamente). El comportamiento del pH del medio 
inoculado con cantidades crecientes de A. niger fue similar (Fig. 2.2b). Sin embargo, se 
encontraron menores valores de pH al aumentar la cantidad de inóculo. De tal manera 
que el pH mas bajo (3.2) se obtuvo con una densidad población inicial de 7x107 UFC por 
erlenmeyer.  
(a) (b) 
  
Figura. 2.2. pH de la solución en función de la inoculación con cantidades crecientes de unidades 
formadoras de colonias (UFC). (a) Mortierella sp., (b) A. niger. Cada valor representa el promedio 
de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviación estándar. Columnas con letras minúsculas 
diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos según la prueba de Duncan 
(P≤0.05).  
Por otro lado, al inocular con Mortierella sp. se aumentó la concentración de Pi en 
solución con respecto al control no inoculado (1.22 mg L-1) (Fig. 2.3a). La magnitud de 
ese efecto fue mayor cuando el medio contenía 1x107 UFC por erlenmeyer (70.89 mg L-
1). Cantidades de inóculos mayores generaron concentraciones de Pi soluble 
significativamente menores (45 mg L-1). En contraste, al aumentar la cantidad de inóculo 
de A. niger (Fig. 2.3b) la concentración de Pi fue significativamente mayor. Con 
densidades de inóculo de 1-4 x107 UFC por erlenmeyer el Pi soluble fue en promedio de 
27 mg L-1, mientras que con la densidad mayor (7x107) se halló un valor de Pi soluble de 
58.63 mg L-1. 
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(b) 
  
Figura. 2.3. Concentración de Pi en solución (mg L
-1
) en función de la inoculación con dos hongos 
del suelo en cantidades crecientes de unidades formadoras de colonias (UFC). (a) Mortierella sp, 
(b) A. niger. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la 
desviación estándar. Columnas con letras minusculas diferentes indican diferencia significativa de 
los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05). 
Experimento 3. Cantidad de C como glucosa 
Con ambos hongos se encontró que al aumentar la cantidad de glucosa disminuyó 
significativamente el pH del medio (Fig. 2.4). En el caso de Mortierella sp. (Fig. 2.4a), la 
adición de glucosa a razón de 10 g L-1 presentó el pH más bajo (3.1), mientras que con el 
hongo A. niger el pH más bajo (3.0) se halló con valores de glucosa de 15 a 25 g L-1 (Fig 
2.4b). 
(a) (b) 
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Figura. 2.4. pH del medio en función de la cantidad de glucosa aplicada y la inoculación con MSP: 
(a) Mortierella sp. y (b) A. niger. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Las 
barras indican la desviación estándar. Columnas con letras minúsculas diferentes indican 
diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05).  
La concentración de Pi en solución aumentó significativamente con respecto al control no 
inoculado al adicionar cantidades crecientes de glucosa (Fig. 2.5). Mortierella sp presentó 
un pico de mayor concentración de Pi (118.26 mg L-1) cuando la cantidad de glucosa 
adicionada fue de 10 g L-1. Cantidades menores o mayores de glucosa no aumentaron la 
cantidad de Pi soluble en la solución (Fig. 2.5a).  
(a) (b) 
  
Figura. 2.5. Concentración de Pi en solución (mg L
-1
) en función de la cantidad de glucosa (g L
-1
) 
adicionada y la inoculación con dos MSP: (a) Mortierella sp. y (b) A. niger. Cada valor representa 
el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviación estándar. Columnas con 
letras minúsculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de 
Duncan (P≤0.05).  
En contraste, el hongo A. niger aumentó significativamente la cantidad de Pi soluble al 
aumentar la cantidad de glucosa adicionada. Los mayores valores de Pi (104.5 mg L-1) se 
encontraron cuando el medio contenía glucosa entre 15-25 g L-1 (Fig. 2.5b). 
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Experimento 4. Fuente de carbono 
La fuente de carbono tuvo efecto significativo sobre las variables evaluadas para ambos 
hongos (Fig. 2.6). Para Mortierella sp. (Fig. 2.6a), el pH del medio fue significativamente 
menor cuando se adicionó glucosa como fuente de carbono y tuvieron el siguiente orden: 
glucosa (2.99) < arabinosa (3.6) < maltosa= fructosa=sacarosa (6.9) < melaza (7.07) < 
carboximetil celulosa (7.15) < celulosa (7.7). Para A. niger (Fig. 2.6b), el pH más bajo (P 
≤0.05) también se logró cuando se adicionó glucosa. El orden fue: glucosa (3.5) < 
arabinosa (4.5) < fructosa (5.4) < maltosa (6.97); las demás fuentes de carbono 
(sacarosa, melaza, carboximetil celulosa, celulosa) no presentaron diferencias 
significativas con respecto al control (pH: 7.8), ni entre sí. 
 
 
(a) 
 
(b) 
 
Figura. 2.6. pH del medio en función del tipo de fuente de carbono y la inoculación con: (a) 
Mortierella sp. y (b) A. niger. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras 
40 Bio-acidulación de roca fosfórica bajo condiciones in vitro 
 
indican la desviación estándar. Columnas con letras minúsculas diferentes indican diferencia 
significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05).  
La fuente de carbono más efectiva para aumentar la concentración de Pi soluble fue la 
glucosa con ambos hongos (Fig. 2.7). Con esta fuente Mortierella sp. exhibió un valor 
medio de Pi soluble de 81.05 mg L-1 (Fig 2.7a), mientras que con A. niger fue 67.5 mg L-1 
(Fig. 2.7b). La arabinosa tuvo una efectividad intermedia en el caso de Mortierella sp. 
(45.7 mg L-1) y fue significativamente superior a las demás fuentes de carbono, la cuales 
no aumentaron la concentración de Pi soluble con respecto al control (0.2 mg L-1). En A. 
niger, aparte de la glucosa, ninguna fuente de carbon (incluida arabinosa) fue efectiva 
para aumentar el nivel de P soluble del medio con respecto a los controles no inoculados 
(Fig. 2.7b).  
(a) 
 
(b) 
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Figura. 2.7. Concentración de Pi en solución (mg L
-1
) en función de la fuente de C y la inoculación 
con (a) Mortierella sp. y (b) A. niger. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. 
Las barras indican la desviación estándar. Columnas con letras minúsculas diferentes indican 
diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P ≤0.05).  
 
Experimento 5. Cantidad de N como NH4Cl 
La adición de NH4Cl generó una reducción significativa en el pH del medio inoculado con 
los hongos, pero no en los controles no-inoculados (Fig. 2.8). La magnitud del efecto 
dependió de la dosis de NH4Cl y del hongo empleado. Así, en el caso de Mortierella sp. 
el pH del medio disminuyó desde 7.6 (control no inoculado) hasta 3.2 con las dosis de 
NH4Cl de 0.5, 1.0 1.5 y 2.0 g L
-1; con la dosis de 2 g L-1 el pH disminuyó a 3.3, lo cual 
resultó significativamente diferente de los anteriores (Fig. 2.8a). Por otro lado, con A. 
niger la adición de NH4Cl redujo el pH a 5.0 en promedio y no se presentaron diferencias 
significativas entre los valores de pH (Fig. 2.8b). 
(a) (b) 
 
Figura. 2.8. pH de la solución en función de la cantidad de NH4Cl (g L
-1
) y la inoculación con: (a) 
Mortierella sp. y (b) A. niger. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras 
indican la desviación estándar. Columnas con letras minúsculas diferentes indican diferencia 
significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P ≤0.05). 
Con Mortierella sp. el incremento en la dosis de NH4Cl en el medio disminuyó 
significativamente la cantidad de Pi soluble. La dosis más efectiva fue 0.5 g L-1, con la 
cual se alcanzó un valor medio de Pi soluble de 82.5 mg L-1 (Fig. 2.9a). Con las dosis de 
1 y 1.5 g L-1 se obtuvieron valores significativamente más bajos (66.1 y 68.3 mg L-1, 
respectivamente) y aún más bajos con la concentración más alta de NH4Cl (2 g L
-1) (Pi 
soluble: 45.5 mg L-1).  
a) (b) 
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Figura. 2.9. Concentración de Pi en solución (mg L
-1
) en función de la cantidad de NH4Cl (g L
-1
) y 
la inoculación con : (a) Mortierella sp. y (b) A. niger. Cada valor representa el promedio de cuatro 
repeticiones. Las barras indican la desviación estándar. Columnas letras minúsculas diferentes 
indican diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P ≤0.05).  
Con A. niger se obtuvó un comportamiento un poco diferente. La dosis de NH4Cl más 
adecuada fue 1.0 g L-1, con la cual se obtuvó un valor de Pi soluble de 53.6 mg L-1. Dosis 
por debajo o por encima disminuyeron la efectividad de A. niger para solubilizar RP. El 
más bajo nivel de Pi soluble (7.7 mg L-1) obtenido con este hongo se logró con la dosis 
más alta de NH4Cl (Fig. 2.9b). 
Experimento 6. Fuente de Nitrógeno 
El efecto de la fuente de N fue significativo para las variables medidas (Fig. 2.10). La 
inoculación con el hongo Mortierella sp. disminuyó significativamente el pH del medio en 
presencia de las tres formas de N con respecto a los controles no inoculados (pH: 7.6) 
(Fig. 2.10a). El efecto en la reducción del pH fue significativamente mayor cuando la 
fuente de N fue NH4Cl (pH 3.2) que con NH4NO3 (pH 4.01). Mortierella sp. también fue 
capaz de disminuir el pH del medio en presencia de KNO3, pero tal efecto fue muy bajo 
(pH 6.5). Consistentemente, la concentración de Pi soluble fue mayor cuando se adicionó 
NH4Cl. Así, la concentración de Pi en solución con Mortierella sp. fue de 73.41, 33.74 y 
0.2 mg L-1 cuando la fuente de N fue de NH4Cl, NH4NO3 y KNO3, respectivamente (Fig. 
2.11a). 
 (a) (b) 
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Figura. 2.10. pH de la solución en función de la fuente de N y la inoculación con : (a) Mortierella 
sp. y (b) A. niger. Cada valor representa el promedio de cuatro repeticiones Las barras indican la 
desviación estándar. Columnas con letras minúsculas diferentes indican diferencia significativa de 
los tratamientos según la prueba de Duncan (P ≤0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
(a) (b) 
  
Figura 2.11. Concentración de Pi en solución (mg L
-1
) en función de la fuente de N y la 
inoculación con: (a) Mortierella sp. y (b) A. niger. Cada valor representa el promedio de cuatro 
repeticiones. Las barras indican la desviación estándar. Columnas con letras minúsculas 
diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P 
≤0.05).  
 
Para A. niger (Fig. 2.10b) la fuente de N más favorable para disminuir el pH también fue 
NH4Cl (pH 3.8). A diferencia de Mortierella sp., el NH4NO3 no disminuyó el pH del medio 
(no presentó diferencia significativa con respecto al control no inoculado, pH: 7.5), 
mientras que con KNO3 el pH disminuyó a un valor de 4.99. En consecuencia, la mayor 
concentración de Pi se alcanzó con NH4Cl (87.01 mg L
-1), seguida por KNO3 (51.41 mg L
-
1) y por último NH4NO3 (4.29 mg L
-1) (Fig. 2.11b). 
2.5. Discusión 
Los resultados muestran claramente que al cambiar la cantidad y fuente de C y de N en 
el medio de cultivo se puede mejorar la capacidad de los hongos Mortierella sp. y A. niger 
para disolver RP. A pesar de tal similitud, los hongos tienen comportamientos 
ligeramente diferentes en su respuesta a las variables estudiadas. Bajo las condiciones 
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experimentales evaluadas, el hongo Mortierella sp. fue más efectivo que A. niger para 
disolver RP. Cálculos hechos para estimar la eficiencia de ambos hongos para disololver 
RP [EDRP (%)= 100x(Pi soluble÷Pi total en RP)] indican que para Mortierella sp. el valor 
fue de 18.1%, para A. niger fue de 10.8%, la combinación con ambos hongos fue de 
11.8%, y la del control no-inoculado 0.02%. 
A pesar de la difundida idea de los beneficios de los consorcios microbianos, en este 
caso la inoculación individual fue más efectiva que la coinoculación. Esto puede ser 
debido en parte a: (i) los requerimientos de metabólicos de ambos hongos son similares y 
podrìan competir por nutrientes, (ii) las cantidades requeridas de C y N son diferentes, al 
parecer A. niger requiere mayor cantidad de ambos nutrientes que Mortierella sp., (iii) Los 
productos del metabolismo de estos hongos son comparables y, por ende, puede haber 
competencia entre ambos ácidos a nivel de la reacción de disolución. Mientras que A. 
niger produce el ácido cítrico (Max et al., 2010) Mortierella sp. produce ácido oxálico 
(Osorio, 2008); ambos ácidos realizan reacciones comparables para disolver la RP (Ec. 
1, 2 y 3).  
 
Ca5(PO4)3OH +7H
+ ↔ 3H2PO4
2- + 5Ca2+ + H2O     (K=10
14.5) 
 Ec. 1 
Ca5(PO4)3OH +7H
+ + 5 citrato ↔ 3H2PO4
2- + 5[citrato-Ca2+]+ H2O  (K=10
37.9) 
 Ec. 2 
Ca5(PO4)3OH +7H
+ + oxalato ↔ 3H2PO4
2- + 5[oxalato-Ca2+] + H2O  (K=10
31.7) 
 Ec. 3 
 
Nótese que al introducir en la reacción citrato u oxalato ocurre la complejación de Ca2+ y 
esto incrementa la favorabilidad termodinámica de la rección, siendo ésta más favorable 
con el citrato que con el oxalato. Wenzel et al. (1994) reportaron que la solubilización de 
fosfatos de zinc por Pseudomonas fluorescens fue debida a la excreción de protones y a 
la producción de ácido glucónico. 
Por otro lado, el hecho de que la máxima capacidad de Mortierella sp. se haya detectado 
con el nivel poblacional más bajo (1x107 UFC/erlenmeyer) (EDRP= 16.9%), mientras que 
con A. niger se haya requerido el nivel poblacional más alto (1x107 UFC/erlenmeyer) para 
obtener su máximo (EDRP= 13.9%), sugiere que Mortierella sp. es más efectivo 
utilizando los nutrientes y produciendo la acidez requerida para disolver la RP. Esto 
explicaría porqué Mortierella sp. tiene una ventaja competitiva con respecto a A. niger. 
Estos resultados son coherentes con la tendencia generalizada de los investigadores al 
utilizar microorganismos en forma individual y no en consorcios (Goenadi et al., 2000; 
Reddy et al., 2002; Bojinova et al., 2008; Xiao et al., 2008). Vale la pena mencionar que 
al incrementar la densidad poblacional de Mortierella sp. se disminuyó su efectividad para 
disolver RP, lo cual puede ser debido a una competencia intraespecifica. Por su parte, 
con A. niger al aumentar la densidad poblacional se aumentó la eficiencia de la disoluciòn 
de RP, probablemente por el aumento en la producción de ácido.  
A partir de resultados previamente publicados (Nahas, 1996; Osorio y Habte, 2001) y los 
de este estudio queda clara la existencia de una relación inversamente proporcional entre 
el pH del medio y la concentración de Pi en solución a partir de la disolución de la RP.  
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Los resultados indican que para ambos hongos, la fuente de C más efectiva para la 
disoluciòn de RP fue la glucosa. Esto no es sorprendente, ya que la glucosa es de fácil 
degradación y, por ende, es la fuente de C más comun en los medios de cultivo 
microbiales. Además, varios autores han reportado mayor eficiencia microbial en la 
disolución de RP con glucosa que con otras fuentes de C (Hameeda et al, 2006; Reyes et 
al. 2006; Sharan et al., 2008; Nisha y Venkateswaran, 2011). En este estudio, los hongos 
han sido cultivados repetitivamente con esta fuente de C y ya están adaptados a la 
misma. En consecuencia, al expornerlos a otras fuentes de C se puede dificultar su 
utilización inmediata. Resulta muy atrativo investigar si estos hongos pueden usar 
eficientemente otras fuentes de carbono, más económicas y de fácil consecución como la 
melaza o celulosa. Estos procesos de adaptación pueden toman algún tiempo, pero 
puede ser de mucho interés si se consideran aplicaciones industriales de estos procesos 
en la disolucion de RP. Para organismos heterótrofos como Mortierella sp. y A. niger es 
muy importante determinar una adecuada fuente de C y energía que permita satisfacer 
su necesidad metabolica y producir metabolitos como los ácidos orgánicos. Estos hongos 
pueden metabolizar diferentes carbohidratos; sin embargo, su uso dependerá de un 
sistema de enzimas que pueden ser constitutivas o inducidas (Madigan, 2004). Estos 
azúcares pueden seguir dos vias metabólicas, en la primera la producción de ácidos 
orgánicos se da como metabolitos secundarios, y en la segunda como parte del 
metabolismo central o metabolito primario (Vinopal y Romano, 2000; Nahas, 2007). 
Un ejemplo claro del control que ejercen algunos factores sobre la disolución de la RP, 
resulta de comparar los efectos que tiene la utilizaciòn de glucosa vs. arabinosa. Para 
Mortierella sp. con la primera se obtuvo una EDRP de 19.3%, mientras que con la 
segunda solo fue de 10.8%. Tales diferencias pueden ser explicadas por el menor 
número de C que tiene la arabinosa (5C) y por la presencia de un grupo aldehido en su 
estructura. Así, es posible que con esta pentosa se generen otras rutas metabólicas y se 
disminuya la producción del ácido oxálico. Nótese que en el caso de A. niger el uso de 
los tres monosacaridos generó disminuciones significativas en el pH de medio, glucosa 
(pH 3.5), arabinosa (pH 4.5) y fructosa (pH 5.4). Pero con los dos últimos no se disolvió 
eficientemente la RP; resultados similares fueron obtenidos por Cerezine (1988) quien 
halló que las mejores fuentes de C para disolver fluoroapatita fueron los monosacaridos 
fructosa y glucosa, mientras que los disacaridos y polisacaridos no fueron significativos.  
La cantidad de glucosa en el medio de cultivo parece ser un factor crítico en la disolución 
de la RP, es interesante que los hongos presentaron comportamientos diferentes en este 
aspecto. Por ejemplo, Mortierella sp. presentó una baja EDRP (9.7%) al más bajo nivel 
de glucosa usado (5 g L-1), el cual incremento a 28.1% con el nivel de 10 g L-1, pero 
disminuyó a 13% con el nivel más alto de glucosa. En contraste, con A. niger la tendencia 
fue a incrementar la EDRP con el aumento en el nivel de glucosa; el EDRP de 2.5% se 
obtuvo con un nivel de glucosa 5 g L-1 y de 25% con un nivel de 25 g L-1. Es posible que 
entre estos hongos haya una estrategia diferente al producir los ácidos orgánicos. Los 
resultados de otros experimetnos han orientado a pensar que A. niger tiene una 
capacidad constitutiva para producir ácido citrico, su metabolismo está orientado y 
preparado para hacer eso; de ahí que al tener mayor disponibilidad de C produzca más 
ácido cítrico. En el caso de Moriterella sp. la producción de ácido oxálico parece ser 
inducida por las condiciones del medio y, por ende, la producción de ácido oxálico 
dependerá de la interacción de otros factores, como disponibilidad de C, N, P, etc. 
(Madigan, 2004).  
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Xiao et al. (2008) evaluaron el efecto de la cantidad de C como glucosa para optimizar la 
solubilización de RP con Pseudomonas expansum, Mucor ramoissimus y Candida krissii 
y encontraon que con los tres microorganismos se mejoró la solubilización de la RP, pero 
con cantidades de C diferentes. Hameeda et al. (2006) encontraron que el tipo de fuente 
de C afectó la efectividad de solubilización de RP en Serratia marcescens y 
Pseudomonas sp., siendo la glucosa la mejor fuente. Reyes et al. (2006) compararon el 
efecto de la fuente de C en la solubilización de RP entre Pseudomonas sp. y Azotobacter 
sp. y encontraron mejores resultados al usar sacarosa que dextrosa. Por su parte, Narsia 
y Patel (2000) evaluaron el efecto de la fuente de C en la solubilización de RP con A. 
aculeatus y determinaron que la mejor solubilización se presentó con arabinosa como 
fuente de carbono. Cerezine et al. (1988) encontraron que la solubilización de fluorapatita 
con A. niger se favorecia con fructosa y glucosa, mientras que con sacarosa, galactosa, 
maltosa y almidón no hubo disolución. Nisha y Venkateswaran (2011) evaluaron el efecto 
de la fuente de C para la producción de ácido araquidonico por M. alpina y encontraron 
que la mejor producción de ácido se presentó con ramnosa y glucosa. Sharan et al. 
(2008) evaluaron la producción de este mismo ácido con M. alpina y encontraron que fue 
más alta con la adición de glucosa al medio, otras fuentes de C como el almidon solo 
mejoraron el crecimiento del hongo pero no la producción del ácido. Chen et al. (1997) 
evaluaron la eficiencia de Xanthomonas campestris y su mutante como solubilizadores 
de RP y encontraron que al variar la fuente de C la mejor solubilización se detectó con 
glucosa seguida de arabinosa. 
El NH4Cl fue la fuente de nitrógeno con la que se encontró mayor eficiencia en la 
disolución de RP para ambos hongos. Este compuesto además de suplementar N 
también incrementa la actividad de la bomba de protones de la membrana celular (Roos 
y Luckner, 1984; Illmer y Schinner, 1995; Slayman et al., 1990; Cooke y Whipps, 1993). 
Esto es evidente a partir de los más bajos valores de pH obtenidos con ambos hongos y, 
en consecuencia, mayores valores de EDRP, 17.5% para Mortierella sp. y 20.7% para A. 
niger. Vale la pena resaltar la mayor eficiencia de Mortierella sp. para producir acidez con 
el nivel más bajo de NH4Cl (0.5 g L
-1) que A. niger. A ese nivel para Mortierella sp. la 
EDRP fue 20%, mientras que para A. niger fue 4.8%. No obstante, A. niger pudo mejorar 
su EDRP al aumentar la concentración de NH4Cl a 1 g L
-1. El incremento de la cantidad 
de Pi soluble en el medio de cultivo como resultado de la adición de NH4
+ en procesos de 
bioacidulación de RP ha sido reportado (Cerezine, 1988; Whitelaw et al., 1999; Nahas, 
2007; Habte y Osorio, 2012). 
Llama la atención que Mortierella sp. no fue efectivo en la disminución del pH ni en la 
disolución de RP cuando la fuente de nitrógeno fue KNO3. Resultados similares han sido 
obtenidos con este mismo hongo por Habte y Osorio (2012), a un pH de 6.5 la EDRP fue 
sólo de 0.05%. Tal como lo reportan los autores mencionados, esta situación puede estar 
promoviendo una inmovilización de Pi en las células de Mortierella sp. En contraste, A. 
niger pudo ser aún efectivo disolviendo la RP en presencia de KNO3 como única fuente 
de N (EDRP: 12.2%), a pesar de que el pH no fue tan bajo (pH 5.0). Estas diferencias 
entre ambos hongos, de nuevo llevan a pensar que A. niger tiene una capacidad 
constitutiva para producir ácidos orgánicos, que si bien puede ser aumentada, siempre 
está presente dentro de su metabolismo. Por el contrario, la capacidad de producción de 
ácidos orgánicos por Mortierella sp. es inducida por las condiciones de su ambiente, 
entre las cuales la presencia de NH4
+ es determinante. Según Lu et al. (2011) las fuentes 
inorgánicas favorecen la producción de ácidos orgánicos (y por ende la disolución de la 
RP), mientras que las fuentes de N-orgánico favorecen el crecimiento celular. 
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Los resultados indican que adicionalmente al tipo de fuente de N, la cantidad de éste 
también tiene un efecto importante en la eficiencia de estos hongos para disolver RP. 
Con el hongo P. rugulosum bajas concentraciones de NH4Cl en el medio disminuyeron la 
producción de ácido cítrico y, por ende, la solubilización de RP (Reyes et al., 1999). Kara 
y Bozdemir (1998) encontraron que un nivel de NH4Cl de 1.5 g L
-1 es la cantidad óptima 
para obtener la mayor producción de ácido glucónico por el hongo A. foetidus. Por otro 
lado, el efecto de diversas fuentes de N (NH4NO3, (NH4)2SO4, NH4Cl, NaNO3, urea y 
peptona) sobre la disolución de RP por A. niger también fue evaluado por Cerezine et al. 
(1988). En dicho estudio NH4Cl fue la fuente que más favoreció la mayor producción de 
Pi soluble en el medio. Nahas et al. (1990) encontraron que el cambio de vinaza en el 
medio de cultivo por NH4NO3 (como fuente de N) disminuyó la solubilización de RP, quizá 
debido a un alto crecimiento de hongo, a la baja producción de acidez en el medio, 
comparados con el control. Tanto para A. tubigensis como para su mutante, la fuente de 
N con la que se obtuvo mayor producción de ácido succínico y acético fue KNO3 
comparado con (NH4)SO4, NH4NO3, asparagina y triptófano (Relwani et al., 2008). Por 
otro lado, Lu et al. (2011) encontraron que la producción de ácido araquidónico por 
Mortierella alpina fue mayor cuando la fuente de N fue urea que con extracto de levadura.  
La solubilización de RP es un proceso que depende del tipo de microorganismo (Narsia y 
Patel, 2000) y de factores nutricionales, fisiológicos y de las condiciones de crecimiento 
en el medio de cultivo (Cunningham y Kuiack, 1992; Ates et al., 2002; Adham, 2002; Haq 
y Iqbal, 2003; Nahas, 2007). Los altos contenidos de Pi soluble generados en la 
disolución de la RP están relacionados con la buena adaptación de los hongos 
solubilizadores al ambiente de cultivo (Xiao et al., 2008). Cada uno de los ensayos 
confirmó la importancia de determinar los parámetros apropiados de acuerdo al tipo y 
cantidad del microorganismo y fuente y cantidad de C y N.  
El uso de MSP como parte de un proceso biotecnológico podría mejorar la efectividad 
agronómica de la RP cuando se usa directamente en el suelo y también puede utilizarse 
para la acidulación de la misma con el fin de obtener fertilizantes fosfóricos más solubles 
(Stewart y Howell 2003; Smith y Moore 2005).  
 
2.6 Implicaciones de los resultados 
 Ambos hongos son promisorios para ser usados en la disolución de RP, lo cual 
podría tener aplicaciones, ya sea para el uso directo como fertilizante, para 
generar la bioacidulacion de RP, o para producir fosfatos de Ca (Ca(H2PO4)2,) tipo 
superfosfato triple, tal como lo sugiere Bar-Yosef (1999). 
 Dado los requerimientos de C por los microorganismos, se debe procurar su 
establecimiento en la rizosfera en caso de que se quiera disolver la RP en el 
suelo o el uso de fuentes y cantidades de C en procesos industriales de 
bioacidulacion de RP. 
 Asi mismo, la fuente de N es determinante de la efectividad para disolver RP por 
ambos hongos. En este estudio el NH4Cl fue la fuente de N que generó los 
mejores resultados y por eso se debería procurar su uso para tales efectos. Esto 
parece ser más crucial para Mortierella sp. que para A. niger. 
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 Se recomienda usar los hongos por separado y no en combinaciones ya que esto 
último desfavorece la eficiencia del proceso. 
 La cuantificación de la EDRP resulta interesante, pero puede subestimar la real 
capacidad de ambos hongos para disolver RP. Esto debido a que no se está 
incluyendo la cantidad de Pi inmovilizada por las células de los hongos. Si bien 
estas mediciones se hicieron, presentaron altos coeficientes de variacion y 
crearon muchas incertidumbre. El habito de estos hongos es crecer alrededor de 
estas partículas hasta llegar a envolverlas con su micelio. Queda la duda de si el 
Pi medido corresponde a partículas de RP atrapadas fisicamente por el micelio. 
 
2.7. Futuras investigaciones 
 Otros trabajos comparables al presente estudio se están realizando en la 
actualidad, entre ellos se tienen: el efecto del nivel de Pi inicial, el tiempo de 
agitación, el tipo de RP, la adición de vitaminas y de micronutrientes en la 
disolución de la RP. Estos serán discutidos en el capítulo 3 de esta tesis. 
 Otros experimentos tambien podrían considerar el efecto del tamaño de particula, 
la velocidad de agitación, la temperatura, la cantidad de RP, el uso de otros 
microorganismos, la inmovilizacion de células y el empleo de catalizadores.  
 Finalmente, se espera trabajar en el escalamiento del proceso, una vez se hayan 
optimizado las condiciones de disolución de la RP. 
2.8 Conclusiones 
 Existe un efecto en la cantidad y fuente de carbono en el proceso de 
bioacidulación de RP y este es específico para cada hongo estudiado.  
 En general, Mortierella sp. fue más efectivo para disolver RP que Aspergillus 
niger. 
 La inoculación con ambos hongos no generó mejores beneficios en la disolución 
de la RP. 
 Para Mortierella sp. la cantidad de inóculo más adecuada fue de 1.0 x 107 
UFC/erlenmeyer, mientras que para A. niger fue de 7 x107 UFC/erlenmeyer. 
 Para ambos hongos, la fuente de C más efectiva para promover la disolución de 
la RP fue la glucosa. Para Mortierella sp. la arabinosa fue otra fuente relevante, 
pero de menor efectividad que la glucosa. El nivel de glucosa más adecuado para 
Mortierella sp. fue de 10 g L-1, mientras que para A. niger este fluctúo entre 20-25 
g L-1. 
 La fuente de N más adecuada para promover la disolución de la RP fue NH4Cl, 
para Mortierella sp. el nivel más adecuado fue de 0.5 g L-1, mientras que para A. 
niger fue de 1.0 g L-1. 
 
 
Capítulo 2 49 
 
2.9 Agradecimientos 
 
Al Programa Jóvenes Investigadores e Innovadores de Colciencias por la financiación de 
los estudios de Maestría (2011-2012 y 2012-2013), a la Universidad Nacional de 
Colombia, Sede Medellín, y a la Universidad de Hawaii por recibirme para realizar mi 
pasantía de investigación y al programa generación de nuevo conocimiento de la 
gobernación de Antioquia por el premio otorgado a esta tesis.  
 
50 Bio-acidulación de roca fosfórica bajo condiciones in vitro 
 
2.10 Referencias 
 
Adham, N.Z. 2002. Attempts at improving citric acid fermentation by Aspergillus niger 
beet-molasses medium. Bioresource Technology 84: 97–100. 
Arcand. M. and Schneider. K. 2006. Plant and microbial-based mechanisms to improve 
the agronomic effectiveness of phosphate rock: review. Anais da Academia Brasileira 
de Ciências 78: 791-807. 
Ates, S.; Dingil, N.; Bayraktar,E.; Mehmetoglu, U. 2002. Enhancement of citric acid 
production by immobilized and freely suspended Aspergillus niger using silicone oil. 
Process Biochemistry 38: 433-436. 
Bar-Yosef B, Rogers RD, Wolfram JH, Richman E. 1999. Pseudomonas cepacia 
mediated rock phosphate solubilization in kaolinite and montmorillonite suspensions. 
Soil Sci Soc Am J 63: 1703-1708. 
Batti. T. and Yamar. W. 2010. Bacterial solubilization of phosphorus from phosphate rock 
containing sulfur-mud. Hidrometallurgy 103: 54-59. 
Bojinova D., Velkova R. Ivanova R. 2008. Solubilization of Morocco phosphorite by 
Aspergillus niger. Bioresource Technology 99: 7348–7353. 
Cerezine P C, Nahas E and Banzatto D A 1988 Soluble phosphate accumulation by 
Aspergillus niger from fluorapatite. Appl. Microbiol. Biotech. 29: 501–505. 
Chen Y. P, Rekha P. D, Arun A. B, Shen F. T, Lai W. A, Young C. C. 2006. Phosphate 
solubilizing bacteria from subtropical soil and their tricalcium phosphate solubilizing 
abilities. Appl Soil Ecol 34:33–41. 
Chen C C; Chang C. Chen C-X. 1997. Optimization of arachidonic acid production by 
Mortierella alpine Wuji-H4 Isolate. JAOCS, 74(5) 569-578. 
Chien, S. H. and Hammond, L. A. 1978. Comparison of various laboratory methods for 
predicting the agronomic potential of phosphate rocks for direct application. Soil Sci. 
Soc. Am. J. 42: 935-939. 
Cooke R. C, Whipps J. M. 1993. Ecophysiology of Fungi. Blackwell Scientific 
Publications, Oxford. 
Cunningham J, and Kuiack C. 1992. Production of citric and oxalic acids and 
solubilization of calcium phosphate by Penicillum bilaii. Appl. Environ. Microbiol. 58: 
1451-1458. 
Engelstad. O. and Terman. G. 1980. Agronomic effectiveness of phosphate fertilizer. In: 
Khasawneh. F., Sample. E., Kamprath. E. (eds). The role of the phosphorus in 
agriculture. Soil Science Society. Madison. WI. 311-332. 
Capítulo 2 51 
 
Gilbert. N. 2009. The disappearing nutrient. Macmillan Publisher Limited. 716-718. 
Goenadi. D., Siswanto., Sugiarto. Y. 2000. Bioactivation of Poorly Soluble Phosphate 
Rocks with a Phosphorus-Solubilizing Fungus. Soil Science Society of America. 64: 
927-932. 
Grewal H. S.and kalra K. L. 1995. Fungal production of citric acid. Biotechnology 
Advances, 13(2) 209-234. 
Gyaneshwar. P., Kumar. V., Parekh. L, Poole. S. 2002. Role of soil microorganisms in 
improving P nutrition of plants. Plant and Soil 245: 83–93. 
Habte M and Osorio N. W. 2012. Effect of Nitrogen form on the effectiveness of a 
Phosphate-solubilizing fungus to dissolve rock phosphate. Biofertilizers and 
Biopesticides. 3(5): 1-4. 
Hameeda. B., Kumar. Y., Rupela., O., Kumar. G., Reddy. G. 2006. Effect of carbon 
substrate on rock phosphate solubilization by bacteria from compost and 
macrofauna. Curr Microbiol. 53: 298-302. 
Haq, I.-U.; Ali, S. and Iqbal, J. 2003. Direct production of citric acid from raw starch by 
Aspergillus niger Process Biochemestry. 38: 921-924. 
IGAC. 1988. Suelos y Bosques de Colombia. Instituto Geográfico Agustín Codazzi, 
Bogotá, 135p. 
Illmer P, Schinner F. 1995. Solubilization of inorganic calcium phosphates-solubilization 
mechanisms. Soil Biol. Biochem. 27(3) 257-263. 
Jaramillo, D. 2011. El suelo: origen, propiedades, espacialidad. Universidad Nacional de 
Colombia sede Medellín.  
Jayasinghearachchi. H. and Seneviratne. G. 2006. Fungal solubilization of rock 
phosphate is enhanced by forming fungal-rhizobial biofilms. Soil Biology and 
Biochemestry. 38: 405-408. 
Kara A and Bozdemir T O 1998 Optimization of the growth parameters of Aspergillus 
foetidus. Acta Biotech. 18, 327–338. 
Kim, K. Y. Jordan, D. McDonald G. A. 1998a. Effect of phosphate solubilizing bacteria 
and vesicular-arbucular mycorrhizae on tomato growth and soil microbial activity. 
Biology and Fertility of Soils 26: 79-87. 
Kim, K. Y. Jordan, D. McDonald G. A. 1998b. Enterobacter aglomerans, phosphate 
solubilizing bacteria and microbial activity in soils. Effect of carbon sources. Soil 
Biology and Biochemistry 30: 995-1003. 
52 Bio-acidulación de roca fosfórica bajo condiciones in vitro 
 
Kucey, R. M. N. 1983. Phosphate-solubilising bacteria and fungi in various cultivated and 
virgin Alberta soil. Can. J. Soil Sci. 63: 671-678. 
Londoño A. 2010. Efecto de la inoculación con un hongo micorrizal y un hongo 
solubilizador de fosforo en la adsorción de fosfato y el crecimiento de Leucaena en 
un oxisol de la estación experimental del CIAT en Santander de Quilichao. Tesis 
M.Sc., Universidad Nacional de Colombia sede Medellín. 
Lu, J. Peng C; Ji X; You J; Cong L; Ouyang P; Huang H. 2011. Fermentation 
characteristics of Mortierella alpine in response to different nitrogen sources. Appl 
Biochem Biotechnol 164:979–990. 
Madigan M., Martinko J; Parker J. 2004. Brock Biología de los microorganismos. Décima 
edición. Pearson Education S.A. Madrid. 
Max B. Salgado J. M. Rodríguez N. Cortés S. Converti A. Dominguez J. M. 2010. 
Biotechnological production of citric acid. Brazilian Journal of Microbiology. 41: 862-
875. 
Murphy. J. y Riley. J. P. 1962. A modified single solution method for the determination of 
phosphate in natural waters. Anal. Chim. Acta 27: 31-35. 
Nahas E 1996 Factors determining rock phosphate solubilization by microorganisms 
isolated from soil. World J. Microbiol. Biotech. 12, 567–572. 
Nahas. E. 2007. Phosphate solubilizing microorganisms: Effect of carbon, nitrogen, and 
phosphorus sources. E. Velazquez and C. Rodrıguez-Barrueco (eds.), First 
International Meeting on Microbial Phosphate Solubilization, 111–115 Springer. 
Nisha A and Venkateswaran G. 2011. Effect of Culture Variables on Mycelial Arachidonic 
acid Production by Mortierella alpina. Food Bioprocess Technol. 4: 232-240. 
Osorio. N.W. 2003. Aislamiento y evaluación de microorganismos solubilizadores de 
fósforo en suelos de Hawaii. Universidad Nacional (Medellín), Facultad de Ciencias. 
57p. 
Osorio, N.W. and Habte M. 2013. Synergistic effect of a phosphate solubilizing fungus 
and an arbuscular mycorrhizal fungus on Leucaena seedlings in an oxisol fertilized 
with rock phosphate. Botany 91(4) 274-281 
Osorio, N.W. 2008. Effectiveness of microbial solubilization of phosphate in enhancing 
plant phosphate uptake in tropical soils and assessment of the mechanisms of 
solubilization. Ph.D. Disertation. University of Hawaii, Honolulu.  
Capítulo 2 53 
 
Osorio, N.W. and M. Habte. 2001. Synergistic influence of an arbuscular mycorrhizal 
fungus and P solubilizing fungus on growth and plant P uptake of Leucaena 
leucocephala in an Oxisol. Arid Land Res. Mgmt. 15:263-274. 
Osorio. N.W. and Habte M. 2009. Strategies for utilizing arbuscular mycorrizal fungi and 
phosphate-solubilizing microorganisms for enhanced phosphate uptake and grow of 
plants in the soils of the tropics. En: Microbial Strategies for Crop Improvement 325-
351.  
Osorio. N. W. and Pérez. J. C. 2000. Microbial solubilization of phosphates in soils. A 
review. En: Uso de microorganismos en la agricultura, materia orgánica mito o 
realidad. Memorias del X Congreso de la Sociedad Colombiana de la Ciencia del 
Suelo 103-116p. 
Osorio NW. 2011. Effectiveness of phosphate solubilizing microorganisms in increasing 
plant phosphate uptake and growth in tropical soils, 65-80 pp. In: Maheshwari DK 
(ed). Bacteria in Agrobiology: Plant Nutrient Management (Volume III). Springer-
Verlag Berlin Heidelberg, 345p (ISBN 978-3-642-21060-0). 
Patel D. K, Archana G, Kumar G. N. 2008. Variation in the nature of organic acid 
secretion and mineral phosphate solubilization by Citrobacter sp. DHRSS in the 
presence of different sugars. Curr Microbiol 56:168–174. 
Pramanik. P., Bhattacharya. S., Bhattacharyya P., Banik. P. 2009. Phosphorus 
solubilization from rock phosphate in presence of vermicompost in Aqualfs. 
Geoderma 152: 16-22. 
Ramírez, C.A. 2005. Aislamiento y evaluación de rizobacterias con potencial 
biocontrolador y promotor de crecimiento en plantas de banano. Tesis (Maestría en 
Biotecnología) Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia (Medellín).. 
Rajan. S., Watkinson. J. H., Sinclair. A. G. 1996. Phosphate rocks for direct application to 
soils. Advances in Agronomy. 57: 77-159. 
Reddy. S., Kumar. S., Babita. K. 2002. Biosolubilization of poorly soluble rock phosphates 
by Aspergillus tubigensis and Aspergillus niger. Bioresource Technology 84: 187-189. 
Relwani. L., Krishna. P., Reddy. M. 2008. Effect of carbon and nitrogen sources on 
phosphate solubilization by a wild-type strain and UV-induced mutants of Aspergillus 
tubingensis. Curr Microbiol 57:401-406. 
Reyes I, Bernier L, Simard R R and Antoun H 1999 Effect of nitrogen source on the 
solubilization of different inorganic phosphates by Na isolate of Penicillium rugulosum 
and two UV-induced mutants. FEMS Microbiol. Ecol. 28, 281–290. 
54 Bio-acidulación de roca fosfórica bajo condiciones in vitro 
 
Reyes. I., Baziramakenga. L., Bernier. H., Antoun. H. 2001. Solubilization of phosphate 
rocks and minerals by a wild-type strain and two UV-induced mutants of Penicillium 
rugulosum. Soil Biology and Biochemestry 33: 1741-1747. 
Reyes. I., Valery. A., Valduz. Z. 2006. Phophate-solubilizing microorganisms isolated from 
rhizospheric and bulk soils of colonizer plants at an abandoned rock phosphate mine. 
Plant Soil. 287: 69-75. 
Roos W and Luckner M 1984 Relationships between proton extrusion and fluxes of 
ammonium ions and organic acids in Penicillium cyclopium. J. Gen. Microbiol. 130, 
1007–1014. 
Sahu. S. and Jana. B. 2000. Enhancement of the fertilizer value of rock phosphate 
engineered through phosphate-solubilizing bacteria. Ecological Engineering 15: 27-
39. 
Sharan A., Shikha., Darmwal N. 2008. Efficient phosphorus solubilization by mutant strain 
of Xanthomonas campestris using different carbon, nitrogen and phosphorus 
sources. World J Microbiol Biotechnol. 24: 3087-3090. 
Shigaki. F., Sharpley. A., Prochnow. L. 2006. Animal-based agriculture, phosphorus 
management and water quality in Brazil: options for the future. Science Agric. 63: 
194-209. 
Sigh. H. and Reddy. M. 2011. Effect of inoculation with phosphate solubilizing fungus on 
growth and nutrient uptake of wheat and maize plants fertilized with rock phosphate 
in alkaline soils. European Journal of soil Biology 47: 30-34. 
Slayman CL, Kaminski P, Stetson D. 1990. Structure and function of fungal plasma 
membrane ATPases. Cell Walls and Membranes in Fungi, Springer- Verlag, Berlin, 
298-316. 
Smith. D.R. and Moore. J. 2005. Soil extractable phosphorus changes with time after 
application of fertilizer: II. Manure from swine fed modified diets. Soils Science 170 
(8) 640-651. 
Song O. R, Lee S. J, Lee Y. S, Lee S. C, Kim K. K, Choi Y. L. 2008. Solubilization of 
insoluble inorganic phosphate by Burkholderia cepacia DA23 isolated from cultivated 
soil. Brazil J Microbiol 39:151–156. 
Stewart, B. A. and Howell, T. A. 2003. Encyclopedia of Water Science. Marcel Dekker 
(Ed). New York, U.S.A. p 1076. 
Capítulo 2 55 
 
Vazquez P, Holguin G, Puente M, Elopez CA, Bashan Y. 2000. Phosphate solubilizing 
microorganisms associated with the rhizosphere of mangroves in a semi arid coastal 
lagoon. Biol Fertil Soil 30:460–468.  
Vassileva M, Azcon R, Barea J, Vassilev N. 1998. Application of an encapsulated 
filamentous fungus in solubilization of inorganic phosphate. Journal of Biotechnology 
63: 67–72. 
Vassilev N, Vassileva M and Azcon M. 1997. Solubilization of rock phosphate by 
immobilized Aspergillus niger. Bioresource Technology 59: 1-4. 
Vassilev. N. and Vassileva. M. 2003. Biotechnological solubilization of rock phosphate on 
media containing agro-industrial wastes. Appl Microbiol Biotechnol 61: 435–440. 
Vassileva. M., Azcon. R., Barea. J., Vassilev. N. 2000. Rock phosphate solubilization by 
free and encapsulated cells of Yarowia lipolytica. Process Biochemestry 35: 693-697. 
Vinopal R T and Romano A H. 2000. Carbohydrate synthesis and metabolism. In 
Encyclopedia of Microbiology, Vol. 1, 2nd ed. Ed. J. Lederberg. pp. 647–668. 
Academic, San Diego. 
Wenzel C. L, Ashford A. E. and Summerell B. A. 1994. Phosphate solubilizing bacteria 
associated with proteoid roots of seedlings of waratah [Telopea speciosissima (Sm.) 
R.Br.] New Phytol. 128, 487–496. 
Whitelaw M A, Harden T J and Helyar K R. 1999. Phosphate solubilisation in solution 
culture by the soil fungus Penicillium radicum. Soil Biol. Biochem. 31: 655–665. 
Whitelaw, M. A. 2000. Growth promotion of plants inoculated with phosphate solubilizing 
fungi. Advances in Agronomy 69: 99-151. 
Xiao. C., Chi. R., Huang. X., Zhang. W., Qiu. G., Wang. D. 2008. Optimization for 
phosphate solubilization by phosphate-solubilizing fungi isolated from phosphate 
mines. Ecological Engineering 33: 187-193. 
Zapata F. and Roy R.N. 2007. Utilización de las rocas fosfóricas para una agricultura 
sostenible. Boletin FAO fertilizantes y nutrición vegetal 13: 3-10. 
Zhang H, Wu X, Li G and Qin P. 2011. Interactions between arbuscular mycorrhizal fungi 
and phosphate-solubilizing fungus (Mortierella sp.) and their effects on Kostelelzkya 
virginicab growth and enzyme activities of rhizosphere and bulk soils at different 
salinities. Biology and Fertility of Soils 47, 543–554. 
 
 
 
56 Bio-acidulación de roca fosfórica bajo condiciones in vitro 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
3. Capítulo 3 
EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACIÓN, EL TIPO DE ROCA FOSFÓRICA, LA 
CONCENTRACIÓN DE FOSFATO SOLUBLE INICIAL Y LA ADICIÓN DE 
SUPLEMENTOS NUTRITIVOS SOBRE LA BIOSOLUBILIZACIÓN DE ROCA 
FOSFÓRICA POR DOS HONGOS DEL SUELO 
 
3.1 Resumen 
El fosfato (Pi) es un nutriente escencial para los vegetales, desafortunadamente está en 
baja disponibilidad en muchos suelos. Para corregir su deficiencia en el suelo para las 
plantas cultivadas ha sido necesario aplicar altas cantidades de fertilizantes fosfóricos 
solubles, pero esto ha resultado ineficiente y costoso. La fertilización con roca fosfórica 
natural (RP) es bastante atractiva por su bajo costo; lastimosamente este material es 
poco soluble y de baja eficiencia agronómica, lo cual desestimula su uso. Para superar 
esta limitación hay un creciente interés en el uso de microorganismos del suelo capaces 
de disolver RP y mejorar su efectividad en dicha disolución. El objetivo de este trabajo 
fue evaluar bajo condiciones in vitro el efecto que tienen algunos factores sobre la 
capacidad de los hongos Mortierella sp. y Aspergillus niger para disolver RP, tales como: 
(i) el tiempo de incubación, (ii) el tipo de RP, (iii) la concentración de Pi soluble inicial y 
(iv) la adición de suplementos nutritivos (vitaminas y micronutrientes). Los resultados 
indican que al día 5 se alcanzó la máxima concentración de P soluble en el medio, 
producto de la disolución de la RP. Por otro lado, hubo mayor disolución microbial con la 
RP de Carolina del Norte que con las RP´s de Huila y Santander. La adición de vitaminas 
y micronutrientes y el incremento en la concentración inicial de Pi soluble disminuyeron el 
desempeño de ambos hongos para disolver la RP.  
Palabras clave: solubilización, fósforo, microorganismos solubilizadores de fósforo. 
3.2 Introducción. 
La roca fosfórica (RP) consiste en un fosfato de calcio insoluble conocido genéricamente 
como apatita (o) (Hammond y Day, 1992). Esta es la principal fuente natural inorgánica 
de fósforo (Pi) en el mundo, usada como materia prima para la fabricación de: 
fertilizantes fosfóricos (90%), fósforo elemental (10%) para la industria química, de 
alimentos y de detergentes (Hamond y Day, 1992; Goenadi et al., 2000; Reyes et al., 
2001; Bhatti y Yamar, 2010).  
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El uso potencia de RP como fertilizante fosfórico tienen un gran interés; sin embargo, su 
baja solubilidad es una limitante para su uso masivo (Rajan et al., 1996; Reddy et al., 
2002, Pramanik et al., 2009). Por ende, hay numerosas investigaciones que buscan 
mejorar su efectividad agronómica (Msolla et al., 2007; Yusdar et al., 2007; Shrivastava 
et al., 2007). Entre las alternativas se destaca el uso de microorganismos solubilizadores 
de fósforo (MSP) (Whitelaw 2000; Osorio y Pérez 2000, Vassilev y Vassileva, 2003; 
Ramírez, 2005; Jayasinghearachchi y Seneviratne, 2006; Relwani et al., 2008; Singh y 
Reddy, 2011). Estos MSP producen ácidos orgánicos que pueden solubilizar la RP, de 
una manera comparable a lo que se hace industrialmente con los ácidos sulfúrico y 
fosfórico (Gyaneshwar et al., 2002; Reddy et al., 2002; Xiao et al., 2008). El uso de MSP 
tiene ventajas con respecto al método químico ya que es un proceso más económico y 
disminuye el riesgo de contaminación ambiental (Stewart y Howell 2003; Smith y Moore 
2005).  
Una RP más soluble podría mejorar la disponibilidad de Pi en el suelo, 
desafortunadamente una gran parte se inmoviliza y solo una pequeña porción (5-10 %) 
llega a la planta (Engelstad y Terman, 1980; Osorio y Habte, 2009). A pesar que se 
conoce la reacción de disolución de la RP (Osorio, 2012), falta precisar cuáles son las 
condiciones que optimizan el proceso (Cunningham y Kuiack, 1992). Entre ellos está el 
tiempo de incubación (Vassileva et al., 1998; Sahu y Jana, 2000, Ivanova et al, 2006¸ 
Bojinova et al, 2008) y el tipo de fuente de fósforo (Sharan et al., 2008; Scervino et al., 
2010; Tallapragada and Seshachala et al., 2012) y algunos requerimientos nutricionales 
de los MSP. Conociendo lo anterior se puedan hacer aplicaciones biotecnológicas en la 
industria de los fertilizantes fosfóricos a partir de la RP. El objetivo de este trabajo fue 
evaluar bajo condiciones in vitro el efecto que tienen algunos factores sobre la capacidad 
de los hongos Mortierella sp. y Aspergillus niger para disolver RP, tales como: (i) el 
tiempo de incubación, (ii) el tipo de RP, (iii) la concentración de Pi soluble inicial y (iv) la 
adición de suplementos nutritivos (vitaminas y micronutrientes). 
3.3 Materiales y métodos  
Hongos solubilizadores de fósforo 
El hongo Mortierella sp. fue originalmente aislado en la Universidad de Hawaii a partir de 
un Andisol (Osorio y Habte, 2001). Aspergillus niger fue cedido por la profesora María del 
Socorro Yepes del Laboratorio de Micotoxinas y Venenos Naturales de la Universidad 
Nacional de Colombia. Para su uso en los experimentos, ambos hongos se han cultivado 
en el medio papa-dextrosa-agar (PDA) durante 5 días y luego se han suspendido en 
agua destilada estéril y conservado en nevera a 4°C. Antes de su uso se realizaron 
conteos en el medio PDA, los cuales han arrojado densidades de 107 unidades 
formadoras de colonias (UFC) por mL. Todos los experimentos se realizaron en el 
Laboratorio de Ecología y Conservación Ambiental de esta misma universidad. 
Roca fosfórica 
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Se usaron tres tipos de RP: RP del Huila, Colombia, 
(Ca9.69Na0.22Mg0.09(PO4)5.14(CO3)0.86F2.34), RP de Santander, Colombia, 
(Ca9.76Na0.16Mg0.07(PO4)5.28(CO3)0.72F2.29) y RP de Carolina del Norte, USA, 
(Ca9.53Na0.34Mg0.13(PO4)4.77(CO3)1.23F2.49). La composición fue tomada del trabajo 
publicado por Chien y Hammond (1978). Para todos los experimentos las RP fueron 
pasadas a través de un tamiz de 500 µm (malla 30) y retenidas en una tamiz de 250 µm 
(malla 60). 
Medio de cultivo y condiciones de solubilización 
La composición básica del medio de cultivo experimental fue (g L-1): KCl 1.87, 
CaCl2.2H2O 0.2, MgSO4.7H2O 0.4 y RP 3.5 (Osorio, 2008). La única fuente de P en el 
medio fue la RP. Como fuente de carbono se utilizó glucosa a razón de 10 g L-1 para 
Mortierella sp y 15 g L-1 para A. niger. Como fuente de nitrógeno se utilizó NH4Cl en una 
concentración de 0.5 g L-1 para Mortierella sp. y 1.0 g L-1 para A. niger. En erlenmeyers 
de 250 mL de capacidad se adicionaron 75 mL del medio y luego se esterilizaron en 
autoclave (120ºC, 0.1 MPa) por 20 minutos. Los erlenmeyers se inocularon ya sea con 1 
mL de la suspensión de Mortierella sp. o con 7 mL de la suspensión de A. niger. Una vez 
inoculados los erlenmeyers se agitaron continuamente durante 7 días en una agitador 
recíproco a 100 rpm, la temperatura media fue de alrededor de 28°C. Las condiciones del 
medio se alteraron en cada experimento en función de los objetivos, tal como se describe 
a continuación. 
Experimento No.1. Concentración de Pi inicial 
Se determinó el efecto de la concentración de Pi inicial sobre la disolución microbial de la 
RP del Huila. Para esto, al medio de cultivo se adicionaron niveles crecientes de K2HPO4 
que permitieron obtener concentraciones de P de 0, 1, 5, 10, 50 y 100 mg L-1. Las otras 
condiciones del medio fueron las descritas anteriormente. 
Experimento No.2. Adición de vitaminas y micronutrientes 
Se determinó el efecto de la adición de vitaminas y micronutrientes sobre la disolución de 
la RP del Huila. Las otras condiciones del medio fueron las descritas anteriormente. Para 
tal fin se adicionaron por separado niveles crecientes de estos complementos 
nutricionales a razón de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mg L-1. Como fuente de vitaminas se usó el 
complejo vitamínico CentrumR: vitamina A: 2000 unidades internacionales (U.I.), beta 
caroteno equivalente a 2000 U.I. de vitamina A, vitamina D 200 U.I., vitamina E 15 U.I., 
vitamina K1 30 µg, vitamina C 60 mg, ácido fólico 200 µg, vitamina B1 1.4 mg, vitamina 
B2 1.6 mg, niacinamida 18 mg, vitamina B6 2 mg, vitamina B12 1 µg, ácido pantoténico 6 
mg, biotina 150 µg, luteína 250 µg y elementos tales como calcio 162 mg, fósforo 125 
mg, yodo 150 µg, hierro 14 mg, magnesio 100 mg, cobre 0.7 mg, manganeso 2.5 mg, 
potasio 40 mg, cloro 36.3 mg, cromo 25 µg, molibdeno 25 µg, selenio 25 µg, zinc 7.5 mg. 
Para el tratamiento con micronutrientes se utilizó una mezcla de EDTA-Mn, -Fe, -Cu y -
Zn razón de 24 mg L -1, 24 mg L -1, 24 mg L -1, y 12 mg L -1, respectivamente. 
Experimento No.3. Tiempo de incubación  
Con el fin de conocer el tiempo al cual se presenta la mayor disolución de RP del Huila, 
se monitoreó el pH y la concentración de Pi en solución una vez que transcurrieron 0, 1, 
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3, 5, 7, 10 y 14 días de incubación. Las otras condiciones del medio fueron las descritas 
anteriormente. 
Experimento No.4. Tipo de RP 
Se evaluó la disolución de 3 RP: Huila (H), Santander (S) y Carolina del Norte (CN) en 
función de la inoculación con cada uno de los MSP luego de 5 días de incubación. Las 
otras condiciones del medio fueron las descritas anteriormente. 
Variables evaluadas 
En todos los experimentos, luego del periodo de incubación, se determinó el pH y la 
concentración de Pi del medio de cultivo. El pH se midió mediante un potenciómetro 
(WTW electrodo Sentix 81) y la concentración de Pi (mg L-1) se determinó usando el 
método del azul-molibdato (Murphy y Riley 1962) (espectrofotómetro Genesys 20, 
Thermo Spectronic, 890 nm), previa centrifugación (centrifuga Jouan MR 1812, 1520xg 
(4000 rpm), 10 minutos) y filtración con papel filtro (Whatman No. 42). 
Diseño experimental y análisis de datos 
En todos los experimentos se empleó un diseño estadístico completamente al azar. Cada 
tratamiento tuvo 4 repeticiones, incluyendo el control no inoculado. El efecto de los 
tratamientos se evaluó mediante análisis de varianza (prueba F) y cuando estos fueron 
significativos se utilizó la prueba de separación de medias de Duncan (prueba t). Ambas 
pruebas se hicieron con un nivel de significancia (P) ≤0.05 en el software 
STATGRAPHICS versión centurión XVI. 
3.4. Resultados 
Adición de P inicial 
Con ambos hongos se encontró que al adicionar Pi soluble al inicio del proceso no 
mejoró la disolución de la RP (Fig. 3.1-3.2). Así, en el caso de Mortierella sp. con la 
adición de KH2PO4 a razón de 0-5 mg de Pi L
-1, el pH del medio fue más bajo (3.06) que 
cuando se aplicaron dosis más altas (10, 50 y 100 mg de Pi L-1), las cuales tuvieron un 
pH promedio de 5.8, 5.5 y 5.6, respectivamente (Fig. 3.1a). Los erlenmeyers no-
inoculados presentaron valores de pH de 7.8. En consecuencia, la aplicación de bajos 
niveles de KH2PO4 produjeron concentraciones de Pi soluble más altas (promedio de 
54.9 mg L-1), que claramente se originan a partir de la disolución de la RP. Con la 
presencia de Pi inicial de 10, 50 y 100 mg L-1 el nivel de Pi al final de la incubación fue de 
29.02, 1.1 y 0 mg L-1, respectivamente, lo cual indica una clara disminución en la 
disolución de la RP y un fenómeno de inmovilización de Pi proveniente del KH2PO4 (Fig. 
3.1b). 
Con el hongo A. niger los valores de pH más bajos se dieron con las dosis más altas de 
Pi como KH2PO4 soluble inicial como KH2PO4 (6.3), con dosis de 10, 50 y 100 mg L
-1, con 
las dosis más bajas el promedio del pH fue de 6.7 (Fig. 3.2a). Los erlenmeyers no-
inoculados presentaron valores de pH de 7.8. En la fig. 3.2b. se puede observar que en 
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presencia del hongo A. niger la cantidad de Pi solubilizado por el microorganismo va 
disminuyendo a medida que aumenta el Pi soluble inicial, pasando de 24.4 mg L-1 en las 
menores dosis (1-10 mg L-1), hasta un promedio de 11.1 mg L-1 cuando las dosis de Pi 
proveniente del KH2PO4 fueron mayores (50-100 mg L
-1). 
 
 
 
Figura. 3.1. (a) pH de la solución en función de la adición de Pi inicial en el medio y (b) Pi neto en 
la solución (mg L
-1
), inoculados con Mortierella sp (Pi neto: Pi solubilizado de la RP-Pi adicionado 
como KH2PO4). Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican 
la desviación estándar. Columnas con las letras minúsculas diferentes indican diferencia 
significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05).  
 
 
Figura. 3.2. (a) pH de la solución en función la de la adición de P inicial en el medio y (b) Pi neto 
en la solución (mg L
-1
), inoculados con A. niger (Pi neto: Pi solubilizado de la RP-Pi adicionado 
como KH2PO4). Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican 
la desviación estándar. Columnas con las letras minúsculas diferentes indican diferencia 
significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05).  
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Vitaminas y micronutrientes 
Para el hongo Mortierella sp. la adición de vitaminas y micronutrientes no presentó efecto 
significativo en el pH (3.1) del medio (Fig 3.3a); sin embargo, el aumento de estos 
disminuyó la cantidad de Pi en solución (Fig 3.3b). Se puede observar una diminución en 
la concentración de Pi en solución de 88.3 mg L-1 sin vitaminas ni micronutrientes a 74.08 
mg L-1 con la adición de vitaminas y 69.48 mg L-1 con la adición de micronutrientes. 
 
Figura. 3.3. (a) pH de la solución en función dela adición de vitaminas y micronutrientes y (b) 
Concentración de Pi en la solución (mg L
-1
), inoculados con Mortierella sp. Cada columna 
representa el promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviación estándar. 
Columnas con las letras minúsculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos 
según la prueba de Duncan (P≤0.05). NS: no hay diferencia significativa.  
 
Con A. niger la adición de micronutrientes solo se presentó cambios significativos en el 
pH (Fig. 3.4a) con la dosis más alta (3.09 a 4.54), mientras que la adición de vitaminas 
disminuyó la producción de ácido por el hongo, presentándose aumentos del pH desde la 
primer dosis, lo que se ve reflejado en el Pi en solución (Fig. 3.4b). La presencia de 
vitaminas en el medio de cultivo disminuyó significativamente los valores de Pi (2.03 mg 
L-1) con A. niger. En ausencia de vitaminas la concentración de Pi fue de 32.38 mg L-1. 
Con los micronutrientes el efecto aunque no fue tan marcado, también presentó una 
disminución significativa de la concentración de Pi al adicionar cantidades mayores a 1 
mg L-1 (22.17 mg L-1). 
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Figura. 3.4. (a) pH de la solución en función dela adición de vitaminas y micronutrientes y (b) 
Concentración de Pi en la solución (mg L
-1
) inoculados con A. niger. Cada columna representa el 
promedio de cuatro repeticiones. Las barras indican la desviación estándar. Columnas con las 
letras minúsculas diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de 
Duncan (P≤0.05).  
Tiempo 
El tiempo tuvo un efecto significativo en el pH del medio para ambos hongos. Para 
Mortierella sp. (Fig. 3.5a) el pH cambió a partir del primer día (pH: 4.2) con respecto al 
control (pH: 7.6) y presentó una disminución hasta los días 5 y 7 (pH: 3.15), 
posteriormente presentó un aumento para los días 10 y 14 (pH: 3.3). De acuerdo a estos 
resultados, la cantidad de Pi en la solución presenta un comportamiento parabólico (Fig. 
3.5b), aumentando desde el día 3 (40.06 mg L-1), presentando un máximo el día 5 (88.26 
mg L-1) y a partir de este día disminuyó la cantidad de Pi llegando a valores de 68.8 mg L-
1 para el día 14. 
 
Figura. 3.5. (a) pH de la solución en del tiempo y (b) Concentración de Pi en la solución (mg L
-1
) 
inoculados con Mortierella sp. Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. Las 
barras indican la desviación estándar. Columnas con las letras minúsculas diferentes indican 
diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05).  
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El hongo A. niger presentó un comportamiento similar al de Moriterella sp. Los valores de 
pH (Fig 3.6a) disminuyen a partir del primer día (pH: 4.52) hasta alcanzar pH de 3.3 en 
los días 5 y 7 y posteriormente vuelvio a aumentar el pH para los días 10 y 14 (3.6). De 
acuerdo a los resultados de pH, el Pi en solución aumentó a partir del día 3 (7.89 mg L-1), 
presentandose mayor cantidad de Pi los días 5 y 7 (57.38 mg L-1) y posteriormente 
disminuyó (35.1 mg L-1) para los días 10 y 14 (Fig 3.6b).  
 
Figura. 3.6. (a) pH de la solución y (b) Concentración de Pi en la solución (mg L
-1
) en función del 
tiempo, inoculados con A. niger. Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. 
Las barras indican la desviación estándar. Columnas con las letras minúsculas diferentes indican 
diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05).  
Tipo de RP 
La inoculación con cada uno de los hongos disminuyó significativamente (P≤0.05) el pH 
del medio con respecto a los controles no inoculados (Fig. 3.7-3.8). En el caso de 
Mortierella sp. (Fig. 3.7a) el pH alcanzó valores de 3.45, 2.92 y 2.86 para las RP de CN, 
H y S repectivamente. El comportamiento del pH del medio inoculado con A. niger (Fig. 
3.8a) fue similar al de Mortierella sp. enconctrandose el menor valor de pH para la RP de 
Santander (pH: 3.5), que no presentó diferencia con la RP del Huila y Carolina del Norte 
(pH: 3.9).  
Por otro lado, al inocular con Mortierella sp. los tres tipos de RP se aumentó la 
concentración de Pi en solución con respecto al control no inoculado (Fig. 3.7b). La 
magnitud de este efecto fue mayor cuando el medio contenía RP de Carolina del Norte 
(157.15 mg L-1), para las RP del Huila (86.59 mg L-1) y Santander (58.92 mg L-1) el efecto 
fue menor. De Igual manera para A. niger (Fig. 3.8b) se presentó el mismo 
comportamiento, la concentración de Pi fue significativamente mayor cuando la RP usada 
fue Carolina del Norte (187.62 mg L-1)> Huila (96.0 mg L-1)> Santander (42.43 mg L-1).  
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Figura. 3.7. (a) pH de la solución y (b) Concentración de Pi en la solución (mg L
-1
) en función del 
tipo de RP inoculados con Mortierella sp. Cada columna representa el promedio de cuatro 
repeticiones. Las barras indican la desviación estándar. Columnas con las letras minúsculas 
diferentes indican diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05). 
CN: Carolina del Norte, H, Huila, S Santander. 
 
 
Figura. 3.8. (a) pH de la solución y (b) Concentración de Pi en la solución (mg L
-1
) en función del 
tipo de RP inoculados con A. niger. Cada columna representa el promedio de cuatro repeticiones. 
Las barras indican la desviación estándar. Columnas con las letras minusculas diferentes indican 
diferencia significativa de los tratamientos según la prueba de Duncan (P≤0.05). CN: Carolina del 
Norte, H, Huila, S Santader. 
 
3.5 Discusión  
Concentración inicial de Pi soluble 
Con ambos hongos se encontró que la disolución de RP se vio favorecida cuando en el 
medio la concentración de Pi inicial soluble fue muy baja. Al incrementar la concentración 
de Pi inicial soluble (con aplicaciones de KH2PO4), la capacidad de estos hongos para 
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producir ácidos disminuyó y, por ende, disminuyó su capacidad para disolver RP. 
Cálculos hechos para estimar la eficiencia de ambos hongos para disolver RP [EDRP 
(%)= 100x(Pi soluble÷Pi total en RP)] indican que el EDRP de Mortierella sp. fue de 13% 
sin la adicion o con la adiicón de niveles bajos de KH2PO4 (0-5 mg L
-1), a niveles medios 
(10 mg L-1) el valor de EDRP fue de 0.6% y los niveles más altos de Pi soluble adicionado 
(50 y 100 mg L-1) la EDRP fue muy baja (0.02%) o nula, respectivamente. En el caso de 
A. niger el EDRP fue de 5.8% para los niveles de Pi soluble entre 0 y 10 mg L-1, 3.1% 
para 50 mg L-1 y 1.9% para 100 mg L-1. 
El metabolismo asociado a la producción de ácidos por los hongos depende de un 
sistema de enzimas que pueden ser constitutivas o inducidas (Madigan, 2004). Para 
ambos hongos varios factores del medio de cultivo inducen la producción de ácidos, 
como por ejemplo la fuente y cantidad de carbono. Además la fuente de nitrógeno (N) 
juega un papel importante en la producción de ácido; mientras que algunas fuentes de N-
inorgánicas favorecen la producción de ácidos orgánicos (y por ende la disolución de la 
RP), las fuentes de N-orgánico favorecen el crecimiento celular (Lu et al., 2011). En este 
caso, los resultados indican que la falta de Pi soluble inicial induce la producción de 
ácidos por ambos hongos, este efecto es mayor con Mortierella sp. que con A. niger. 
Esto puede deberse a que con la escasez de Pi soluble, los hongos se ven obligados a 
producir ácidos para liberar el Pi de la RP requerido para sus actividades metabólicas. 
Cuando en el medio de cultivo el Pi soluble está presente en concentraciones suficientes 
para el metabolismo de los hongos, la producción de ácido disminuye. 
 
Complementos nutritivos (vitaminas y micronutrientes) 
Es claro que la adición de vitaminas y micronutrientes al medio de cultivo disminuyó la 
producción de ácidos (no se presentaron pH bajos) y, por ende, no hubo una efectiva 
disolución de RP. Los valores de EDRP para Mortierella sp. sin la adición suplementos 
nutricionales fue de 21%, con la adición de micronutrientes disminuyó a un promedio de 
14.6% y con vitaminas a 18.5%. Para el hongo A. niger la EDRP inicial fue de 7.7%, con 
la adición de micronutrientes ésta disminuyó a un 5.2% y con la presencia de vitaminas a 
sólo 0.3%. 
Aunque los micronutrientes Fe, Mn, Cu y Zn son requeridos por los hongos, en altas 
cantidades pueden ser limitantes el desempeño de estos (Max et al., 2010). Por ejemplo, 
Shu y Jhonson (1948) encontraron valores óptimos de Zn y Fe para solubilización de RP 
de 0.3 y 1.3 mg L-1, respectivamente. Por su parte, Grewal y Kalra (1995) encontraron un 
efecto negativo en la producción de ácido cítrico en A. niger con la adición de Fe y Mn. 
Así mismo, Netik et al. (1997) encontraron que la presencia de Zn, Cu y Fe inhibieron la 
producción de ácido cítrico en A. niger, mientras que dosis moderadas de Mn pudieron 
regular su producción. En A. niger la ausencia de Mn inhibe tanto la producción de ácido 
cítrico como su paso a través de la membrana celular (Max et al., 2010; Netik et al., 
1997), pero altas concentraciones de Mn (~10 mg L-1) también pueden ser inhibitorias 
(Clark et al., 1966; Mattey y Bowes, 1978).  
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En general, se considera que en el proceso de disolución de RP no es necesario aplicar 
micronutrientes ya que la RP puede aportar cantidades significativas de estos (Zapata y 
Roy, 2007). En el presente estudio las dosis aplicadas de Fe, Mn y Cu fueron de 2.2 mg 
L-1, mientas que la de Zn fue de 1.1 mg L-1, las cuales además de los aportes de la RP 
parecen exceder los requerimientos de micronutrientes y así alcanzar concentraciones 
inhibitorias para el proceso de disolución de RP. Este efecto parece ser más severo para 
A. niger que para Mortierella sp. 
Desafortunadamente no se encontró información relevante entre la concentración de 
vitaminas y su impacto en la producción de ácidos orgánicos por microorganismos, 
particularmente hongos, ni tampoco sobre la disolución de la RP. 
Tiempo de incubación 
Los resultados indican que el tiempo de incubación fue un factor significativamente 
importante en la disolución de la RP por ambos hongos. La máxima disolución de RP se 
alcanzó al día 5 con ambos hongos (Tabla 1), tal como lo ilustran los valores de EDRP. 
Resultados comparables han sido reportados por Bojinova et al. (2008).  
 
Tabla 1. EDRP para Mortierella sp. y A. niger en función del tiempo. 
EDRP (%) 
Tiempo 
(días) Mortierella sp. A. niger 
0 0,0 0.0 
1 0.4 0.1 
3 9.5 1.9 
5 21.0 13.7 
7 19.1 13.2 
10 17.6 8.2 
14 16.4 8.5 
 
Para el día 5 se alcanzan los valores máximo de solubilización (EDRP fue de 21 % para 
Mortierella sp. y 13.64 % para A. niger), al aumentar el tiempo la concentración de Pi 
disminuye, lo que puede ser debido a que aumenta la población microbial y se da mayor 
inmovilización de Pi del medio.  
Varios autores ha reportado la disolución microbial de RP a diferentes tiempos: 3 días 
(Chen et al., 2006; Tao et al., 2008), 4 días (Relwani et al., 2008), 6 días (Jain et al., 
2012), 7 días (Alam et al., 2002; Barroso et al., 2006; Osorio, 2012), 8 días (Kucey, 1983, 
Xiao et al., 2008; Schneider et al., 2010), 10 días (Collavino et al., 2010), 30 días (Sahu y 
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Jana, 2000). Sin embargo, en pocos estudios se ha evaluado el efecto del tiempo. Por 
ejemplo, Bojinova et al. (2008) evaluaron la disolución de RP con A. niger a diferentes 
días (1, 4, 7 y 10) y encontraron que entre el día 4 y 7 la cantidad de Pi soluble aumentó. 
Igualmente, Vassileva et al. (1998) evaluaron los días 3, 6, 9, 12 y 17 con A. niger y 
encontraron que en el día 9 se dio la mayor producción de Pi soluble. Por su parte, 
Ivanova et al. (2006) evaluaron la disolución de RP con Erwinia y Azotobacter en los días 
3, 6, 9, 12 y 15 y encontraron que para Erwinia se necesitan 6 días para encontrar el 
valor máximo de Pi soluble, mientras que Azotobacter necesitó 12 días. Sahu y Jana 
(2000) evaluaron 30 días del proceso y encontraron que para Bacillus la máxima 
concentración de Pi ocurrió a los 12 días. 
Los resultados del presente estudio nos permiten afirmar que ambos hongos fueron más 
efectivos en un tiempo relativamente corto, sólo 5 días. La reducción del tiempo 
requerido para alcanzar una mayor eficiencia de un proceso biotecnológico es una factor 
clave en la implementación industrial del proceso (Doran, 1995). Esto ayuda a reducir los 
costos de producción y el tiempo de espera para que el proceso termine. Si bien los 
resultados son satisfactorios, es necesario continuar optimizando el proceso para reducir 
el tiempo del proceso. 
Tipo de RP  
En general, ambos hongos exhibieron un comportamiento similar en cuanto a la 
disolución de las tres tipos de RP. Sin embargo, la cantidad de Pi disuelta varió entre RP. 
Así, ambos hongos fueron eficientes solubilizando los tres tipos de RP. Sin embargo, se 
obtuvieron mejores resultados con la RP de Carolina del Norte (EDRP para Mortierella 
sp: 37 % y para A. niger: 45 %), seguido de la RP del Huila (EDRP para Mortierella sp: 21 
% y para A. niger: 23 %) y de Santander (EDRP para Mortierella sp. 14% y para A. niger: 
10 %). Tales diferencias muy probablemente se deben a diferencias en la composición 
mineralógica de estas.  
 
La RP de Carolina del Norte es una roca sedimentaria (fluoroapatita carbonatada o 
francolita) más reactiva (Chien and Menon 1995; Schneider et al., 2010) que las RP 
sedimentaras del Huila y de Santander y, por ende, tiene mayor efectividad agronómica 
(Chien y Hammond, 1978). La RP de Carolina del Norte tiene un mayor contenido de P 
(13%), mientras que la del Huila y Santander contienen 9.1 y 8.0%, respectivamente 
(Chien y Hammond, 1978). Por otro lado, la RP de Carolina del Norte tiene un mayor 
contenido de carbonato 1.23xCO3 en la fórmula que las RP de Santander y Huila (0.72-
0.86 xCO3 ) y esto le confiere un mayor índice de disolución con ácido cítrico (Van 
Kauwenbergh, 2006). Schneider et al. (2010) evaluaron la disolución de tres RP (Carolina 
del Norte, una de Brasil y Canadá), encontraron que A. niger fue más efectivo disolviendo 
la RP de Carolina del Norte que con otras RP. Según los autores, la razón para tales 
diferencias es que la primera en de origen sedimentario, mientras que las otras son de 
origen ígneo. 
 
Por otro lado, las RP pueden presentar diferentes concentraciones de elementos traza 
tales como F, Fe, Al, Mn, As, Cd, Cu, Pb, Ni, Zn, Hg y U (Zapata y Roy, 2007) (Grewal y 
Kalra 1995), los cuales pueden afectar el crecimiento microbial, la capacidad del 
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microorganismo para biosíntesis y liberar ácidos orgánicos (Schneider et al., 2010). 
Algunos de estos compuesto puede ser tóxicos para los microorganismos (Madigan, 
2004) y las plantas que reciben su aplicación (Dietz et al., 1999). Así, Schneider et al. 
(2010) hallaron que las RP que presentaron mayores concentraciones de Fe y Mn, 
disminuyeron la producción de ácido cítrico por A. niger.  
A pesar de las diferencias detectadas entre las RP, este estudio sugiere que las RP del 
Huila y Santander son buenas candidatas para la disolución microbial, ya que se mejora 
su efectividad agronómica para su aplicación directa (Osorio 2008) o para la producción 
de fertilizantes más solubles. Así, promover el uso de las RP colombianas tiene grandes 
ventajas: están localmente disponibles (Huila, Boyacá, Santander del Norte), son 
económicas (Reyes et al., 2001; Osorio y Habte, 2009), y por ende, se puede disminuir la 
dependencia de fertilizantes importados, lo cual ayuda a la soberanía y seguridad 
alimentaria y podría disminuir los costos de producción. 
 
3.6 Conclusiones 
 
La baja concentración inicial de Pi soluble en el medio de cultivo para los hongos 
Mortierella sp. y A. niger promovió una mayor mejor eficiencia en la disolución de RP, 
esto puede ser debido a que la escasez de este nutriente es un factor inductivo para la 
producción de ácidos orgánicos. 
La adición de micronutrientes y vitaminas desfavoreció la disolución de RP por parte de 
los hongos. Al parecer los micronutrientes requeridos por estos hongos son 
suministrados por la RP. 
Para ambos hongos el tiempo de incubación más adecuado fue de 5 días.  
Aunque la disolución microbial fue más efectiva con la RP de Carolina del Norte, las RP 
del Huila y Santander presentaron un buen nivel de disolución en un periodo de tiempo 
relativamente corto. Este tratamiento puede mejorar la efectividad agronómica de estas 
RP para su uso directo o a través de un tratamiento biotecnológico previo. 
3.7. Recomendaciones 
Evaluar cada micronutriente por separado en diferentes dosis. 
Evaluar el factor tiempo cada día (0-7 días).  
Evaluar el factor tiempo para cada uno de los tipos de RP (Carolina del Norte, Huila y 
Santander). 
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